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RESUMEN 
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici es un hongo patógeno que infecta 
la planta del tomate a través de su raíz tratándose de uno de los pocos patógenos 
del suelo estudiados, que además sirve como modelo multihospedador. En este 
trabajo se ha estudiado la implicación sobre la biología y virulencia de este hongo 
de dos procesos relacionados con la supervivencia en condiciones limitantes: el 
metabolismo del glucógeno y la autofagia. 
El metabolismo del glucógeno se investigó mediante la inactivación 
dirigida de los genes responsables de la biosíntesis del glucógeno: la 
glucogenina (gnn1); la glucógeno sintasa (gls1) y enzima ramificadora (gbe1), 
así como los implicados en la degradación: la glucógeno fosforilasa (gph1) y la 
enzima desramificadora (gdb1). No se detectó acumulación de glucógeno en los 
mutantes de la biosíntesis, mientras que aumentó entre un 20-40% y 80% 
respectivamente, con respecto al silvestre en los mutantes simples y dobles en 
los genes del catabolismo. La transcripción de los genes del metabolismo del 
glucógeno durante la infección en planta alcanzó el máximo a los 4 días, de 
manera similar a lo observado durante el crecimiento en cultivo axénico. Por otro 
lado, los mutantes afectados en gdb1 redujeron significativamente la fusión entre 
hifas en comparación con el silvestre, correlacionando con menor formación de 
agregados durante el crecimiento en medio de aglutinación. Además, todos los 
mutantes mostraron similar patrón de virulencia en el modelo animal 
invertebrado Galleria mellonella. Curiosamente, sólo los mutantes ∆gdb1 
mostraron virulencia reducida durante la infección en planta, un 40% en 
comparación con el silvestre. 
Por otro lado, en F. oxysporum, la fusión entre hifas vegetativas 
desencadena la división nuclear en la hifa invasora, seguida por la migración de 
un núcleo a la hifa receptora y la degradación del núcleo residente. En este 
trabajo hemos examinado el papel de la autofagia en la degradación nuclear 
inducida por fusión. Mediante la búsqueda in silico en el genoma de F. 
oxysporum, se identificaron 16 genes implicados en la ruta central de la 
autofagia, incluida la proteína Atg8 necesaria para la formación de la membrana 
autofagosomal. Se generaron mutantes ∆atg8 sobre un fondo genético en el que 
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la histona H1 está fusionada a la proteína fluorescente del rojo cerezo (ChFP) 
para facilitar el análisis de la dinámica nuclear. Los mutantes ∆atg8 no mostraron 
tinción MDC en ausencia de nitrógeno sugiriendo que Atg8 es indispensable para 
el desarrollo de autofagia en F. oxysporum. En contraste con lo observado en el 
silvestre, las hifas de los mutantes ∆atg8 presentaban compartimentos con más 
de un núcleo, siendo más evidentes en los eventos de fusión. Los análisis de 
microscopía revelaron patrones mitóticos anormales durante el crecimiento 
vegetativo de los mutantes ∆atg8. Además, los mutantes mostraron reducción 
en crecimiento vegetativo, esporulación y fusión entre hifas, y disminuyeron 
significativamente la virulencia en plantas de tomate y en el modelo animal G. 
mellonella. Finalmente, se analizó la vinculación entre el metabolismo del 
glucógeno y la autofagia. El mutante ∆atg8 disminuyó la acumulación de 
glucógeno durante el crecimiento, llegando a valores cinco veces menor que el 
silvestre. Sin embargo, los mutantes del metabolismo del glucógeno no 
mostraron deficiencias en autofagia. 
Estos resultados sugieren que el catabolismo del glucógeno, a través de 
Gdb1, y no su síntesis afecta a la infección en planta de F. oxysporum. Además, 
la autofagia posee una función general en el control de la distribución nuclear en 
F. oxysporum y es necesaria durante la infección tanto en plantas como en el 
modelo G.mellonella. Y, por último, ambos procesos se encuentran relacionados, 
ya que la capacidad de desarrollar autofagia influye en la acumulación de 
glucógeno. 
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SUMMARY 
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici is a pathogenic fungus that infects 
tomato plants through the roots, it is one of the few soil pathogens studied, that 
also acts as multihost. In this work we have studied the implication of two 
processes related with survival to limiting conditions, glycogen metabolism and 
autophagy, over the fungus biology and virulence. 
Glycogen metabolism has been investigated by targeted inactivation of 
the genes responsible for glycogen biosynthesis: the glycogenin (gnn1); 
glycogen synthase (gls1) and branching enzyme (gbe1), and the genes involved 
in degradation: glycogen phosphorylase (gph1) and debranching enzyme (gdb1). 
Glycogen accumulation was abolished in mutants lacking biosynthesis genes, 
whereas it increased by 20–40% or 80%, respectively, in the single and double 
mutants affected in catabolic genes. The transcription of glycogen metabolism 
genes during plant infection peaked after 4 days, similar to it was observed during 
growth in culture media. Furthermore, the mutants affected in gdb1 reduced 
significantly hyphal fusion compared to wild and correlating with formation of 
slightly smaller aggregates during growth in agglutination media. Furthermore, all 
mutants showed similar levels of virulence in the invertebrate animal model 
Galleria mellonella. Interestingly, only the mutant ∆gdb1 reduced virulence during 
plant infection, up to 40% compared to the wild type. 
On the other hand, in F. oxysporum, vegetative hyphal fusion triggers 
nuclear division in the invading hypha followed by migration of a nucleus into the 
receptor hypha and degradation of the resident nucleus. In this study we 
examined the role of autophagy in fusion-induced nuclear degradation. By 
searching the genome of F. oxysporum we identified 16 genes involved in core 
autophagy, including Atg8 which is required for the formation of autofagosomal 
membrane. ∆atg8 mutants were generated in a genetic background where the 
H1 histone is fused to cherry fluorescent protein (CHFP) to facilitate analysis of 
nuclear dynamics. The ∆atg8 mutants did not show MDC-positive staining 
without nitrogen source suggesting that Atg8 is indispensable for the 
development of autophagy in F. oxysporum. In contrast to wild type, hyphae of 
the ∆atg8 mutants showed a significant fraction of compartments with more than 
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one nuclei, being more evident during fusion events. Time-laps microscopy 
analyses revealed abnormal mitotic patterns during vegetative growth in the 
∆atg8 mutants. Furthermore, the mutants displayed reduced rates of vegetative 
growth, conidiation and hyphal fusion, and were significantly decreased in 
virulence on tomato plants and in the animal model G. mellonella. Finally, we 
analyzed the link between glycogen metabolism and autophagy. We found that 
the mutant ∆atg8 decreased glycogen accumulation during growth, reaching 
values below 5 times wild type. However, the glycogen metabolism mutants did 
not show deficiencies during development of autophagy. 
Our results suggest that catabolism of glycogen, but not its biosynthesis, 
affects virulence F. oxysporum during plant infection through gdb1. Furthermore, 
in F. oxysporum autophagy has a general role in the control of nuclear distribution 
and is required during infection in both model plants and G. mellonella. Finally, 
both processes are related, because the ability to develop autophagy influences 
in glycogen accumulation.  
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1. Fusarium oxysporum 
El género Fusarium comprende un amplio y heterogéneo grupo de 
ascomicetos (clase Sordariomicetos, orden Hipocreales, familia Nectriaceae). Se 
encuentra ampliamente distribuido tanto en suelos naturales como en suelos 
cultivados, e incluye numerosas especies, la mayoría patógenos vegetales 
capaces de causar marchitez vascular en cultivos y de producir toxinas letales 
para especies animales (Moss & Smith 1984). También incluye estirpes no 
patógenas, saprófitas y parásitas de otros organismos, incluidos humanos 
inmunodeprimidos (Vartivarian et al. 1993, Ortoneda et al. 2004). Algunas 
especies del género se utilizan en el control biológico de plagas o en la 
producción de metabolitos secundarios de interés comercial, como la 
ciclosporina o las giberelinas (Desjardins et al. 1993), y en la obtención de 
biomasa fúngica para la elaboración de una amplia gama de alimentos (Wiebe 
2002). Algunas especies pueden completar el ciclo sexual, mientras que otras 
sólo presentan ciclo asexual (Burnett 1984).  
Debido a las pérdidas económicas originadas por la infección que 
causan las especies de este género, y a la facilidad para su cultivo y manejo en 
el laboratorio, existe un gran interés en el estudio de los mecanismos 
fundamentales de la patogénesis fúngica. Los modelos de patógenos aéreos 
foliares más importantes son Magnaporthe oryzae y Ustilago maydis que 
infectan, el arroz y el maíz, respectivamente. Sin embargo, son pocos los 
modelos de hongos patógenos del suelo. 
Fusarium oxysporum se describe como un patógeno de plantas, con 
hifas hialinas y septadas, y sin ciclo sexual conocido. Es un patógeno del suelo 
capaz de parasitar a más de 120 cultivos diferentes. Además, F. oxysporum es 
capaz de infectar a mamíferos inmunodeprimidos, entre ellos el ser humano, por 
lo que ha sido propuesto como el primer modelo de patógeno multihospedador 
en hongos (Ortoneda et al. 2004). 
En 1940 se definió el concepto forma specialis (f. sp.) para referirse a 
cada aislado de F. oxysporum con capacidad de infectar una determinada  
especie, género o grupo vegetal (Snyder & Hansen 1940). Por ejemplo, la cepa 
empleada en este trabajo es patógena del tomate (Lycopersicon esculetum) y se 
denomina F. oxysporum f. sp. lycopersici. Hoy en día, el concepto de forma 
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specialis sigue en uso y aunque algunas infectan a un único hospedador, para 
otras el rango es más amplio y actúan sobre un grupo restringido de especies 
vegetales (Burnett 1984).  
Las relaciones filogenéticas entre aislados han demostrado que la 
capacidad para infectar una especie vegetal ha surgido varias veces a lo largo 
de la evolución de manera independiente (O'Donnell et al. 1998, Baayen et al. 
2000). Este fenómeno se relaciona con la existencia de cromosomas específicos 
portadores de genes relacionados con virulencia, que confieren especificidad 
para el hospedador, presentes exclusivamente en determinados genomas (Ma 
et al. 2010). Por ejemplo, F. oxysporum f.sp. lycopersici posee cuatro 
cromosomas singulares y únicos (3, 6, 14 y 15), del total de quince. La 
considerable variación genética observada en este hongo con reproducción 
asexual se atribuye a mecanismos alternativos como el movimiento de 
transposones (Daboussi & Capy 2003) o la formación de heterocariontes 
(Teunissen et al. 2002). 
1.1. Biología y ciclo de vida 
F. oxysporum forma un micelio de textura algodonosa y color blanco que 
puede variar de color, desde rosa pálido hasta púrpura oscuro, según el aislado 
y las condiciones ambientales que también afectan a la velocidad de crecimiento, 
a la forma, tamaño y abundancia de sus esporas, y al número de septos de sus 
hifas (Booth 1971). Las esporas de F. oxysporum pueden ser de tres tipos 
(Figura 1. Las macroconidias representan las esporas típicas del género, aunque 
son las menos abundantes. Están constituidas por un número de células que 
oscilan entre tres y cinco, son septadas, puntiagudas e inclinadas hacia los 
extremos. Las microconidias, con una o dos células, son las más abundantes y 
presentan formas ovaladas y cilíndricas. Las clamidosporas, también con una o 
dos células, de forma esférica, con una pared engrosada siendo las más 
resistentes (Agrios 1997). 
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Figura 1. Esporas de Fusarium. A. Macroconidias. B. Microconidias. C. Clamidosporas. 
 
F. oxysporum se propaga en distancias cortas principalmente por 
irrigación con agua o por equipos contaminados, y a distancias largas en forma 
de esporas transportadas por el viento (Agrios 1997), encontrándose 
prácticamente en todos los ecosistemas terrestres. 
Al tratarse de un patógeno del suelo, puede permanecer largos períodos 
de tiempo en ausencia de la planta hospedadora, principalmente como 
clamidosporas o en estado saprofítico, creciendo en restos de materia orgánica 
o exudados de raíces (Beckman 1987) (Figura 2). Cuando percibe la proximidad 
de la planta hospedadora, se induce la germinación de las esporas y la 
penetración de la raíz (estado parasítico), además puede vivir en la parte externa 
de raíces de plantas no hospedadoras. Una vez en el interior del hospedador, 
crece hasta alcanzar los vasos del xilema, colonizando las partes más altas y 
provocando la enfermedad (estado patogénico). 
 
Figura 2. Ciclo de vida de F. oxysporum (Beckman 1987). 
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1.2. El proceso de infección 
F. oxysporum percibe el exudado de las raíces de la planta mediante 
diferentes mecanismos de señalización. Se conocían dos rutas de transducción 
que activan estas señales y regulan el desarrollo y la virulencia del hongo: la 
cascada de la adenosina monofosfato - proteína quinasa A (AMPc-PKA) y la ruta 
de la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK) (Di Pietro et al. 2001a). 
Recientemente se ha desvelado que el hongo orienta el desarrollo de las hifas 
hacia la planta al percibir ciertas señales químicas (quimiotropismo), entre ellas 
el exudado de las raíces (Turrà et al. 2015). Durante este proceso, detecta 
peroxidasas presentes en el exudado a través de Ste2, receptor de α-feromonas, 
que junto con la vía MAPK de integridad de la pared celular orienta el desarrollo 
de la hifa hacia la raíz de la planta (Turrà et al. 2015). 
Una vez que el hongo se ha adherido a la superficie de la raíz, se forma 
una densa red de hifas necesaria para iniciar la penetración (Figura 3) 
(Rodríguez-Gálvez & Mendgen 1995, Olivain & Alabouvette 1999, Czymmek et 
al. 2007). La microscopía electrónica ha mostrado la inexistencia de estructuras 
similares a apresorios (Figura 3) (Olivain & Alabouvette 1999). Sin embargo, las 
hifas que penetran la pared de las células epidérmicas muestran un 
estrechamiento y forman un septo en el punto de penetración (Pareja-Jaime et 
al. 2010, Perez-Nadales & Di Pietro 2011). La penetración de la raíz conduce a 
una pérdida de turgor de las células vegetales y a una retracción de las mismas 
a medida que el hongo avanza hacia el córtex (Figura 4). 
 
Figura 3. Hifas de F. oxysporum f.sp. lycopersici colonizando la raíz A. Hifas tras 48 horas de la 
inoculación (flecha). Barra, 40 µm (Olivain & Alabouvette 1999). B. Detalle de la adhesión y 
penetración de una espora de F. oxysporum f.sp. lycopersici en células de raíz. Barra, 8 µm (Pareja-
Jaime et al. 2010). 
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Figura 4. Mecanismo de infección de F. oxysporum. A-C. Crecimiento inter- e intracelular del hongo 
en las células parenquimáticas de la planta, dos días después de la infección (H = célula hifal; HC = 
célula del hospedador) (Mary Wanjiru et al. 2002, Pareja-Jaime et al. 2010). D. Penetración de una 
hifa infectiva de Fusarium a través de la pared celular epidérmica vegetal (ECW = pared celular 
epidérmica; IH = hifa de infección). E. Hifas de F. oxysporum f.sp. lycopersici portador del gen gfp en 
el interior de los vasos del xilema de tomate (Di Pietro et al. 2001a). 
 
F. oxysporum debe adaptarse al ambiente hostil del interior de la planta, 
poniendo en marcha su maquinaria de ataque mediante la producción de 
CWDEs (cell wall degrading enzymes) (Di Pietro et al. 2009), la producción de 
enzimas que degradan los compuestos tóxicos de las plantas como tomatinasas 
o lacasas (Cañero & Roncero 2008a, Pareja-Jaime et al. 2008), y el refuerzo de 
su pared celular para resistir los daños causados por estas sustancias tóxicas. 
Tras superar las defensas vegetales, el hongo invade el córtex creciendo por los 
espacios inter- e intracelulares hasta llegar al sistema vascular, donde asciende 
hacia las partes aéreas. Dentro del xilema, Fusarium se ramifica y produce 
esporas que son transportadas por la savia a otras partes de la planta, donde 
germinan y de nuevo esporulan. 
2.  
La proliferación del micelio y el desarrollo de estructuras de defensa en 
la planta para detener al patógeno provocan la obstrucción de los vasos 
conductores, originando un desequilibrio hídrico tras el cual las hojas cierran sus 
estomas, comienzan a amarillear y finalmente se marchitan, junto con el tallo y 
el resto de la planta. En ese momento, coloniza la planta moribunda y crece 
vigorosamente como saprófito, produciendo gran cantidad de biomasa fúngica y 
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clamidosporas, que caerán al suelo hasta la aparición de un nuevo hospedador 
(Beckman 1987). 
1.3. Genes esenciales para la virulencia de F.oxysporum 
Hasta el momento, se han empleado dos aproximaciones 
experimentales para la identificación de genes esenciales en virulencia (Di Pietro 
et al. 2003): la anulación dirigida de genes responsables de proteínas con 
función conocida y presumiblemente relevantes para la infección; y 
alternativamente, la inserción al azar de fragmentos de ADN por transformación 
(Madrid et al. 2003) o integración de elementos móviles (Li Destri Nicosia et al. 
2001, Lopez-Berges et al. 2009) y la posterior identificación del gen interrumpido 
(Madrid et al. 2003). La anulación dirigida de genes ha sido el método más 
informativo (Tabla 1). 
Tabla 1. Genes de F. oxysporum que intervienen en virulencia analizados por interrupción dirigida o 
al azar. 
Gen Anotación Virulencia 
en planta Referencia 
abc3 Transportador de varias drogas reducida (López-Berges et al. 2013) 
areA 
Factor de transcripción GATA; 
Activador del catabolismo del 
nitrógeno 
reducida (López-Berges et al. 2010) 
arg1 Arginosucinato liasa reducida (Namiki et al. 2001) 
beas Beauvericina-enniatina sintasa reducida (López-Berges et al. 2012) 
chs2 Quitin sintasa 2 reducida (Martin-Urdiroz et al. 2008) 
chs7 Chaperona de quitin sintasas reducida (Martin-Urdiroz et al. 2008) 
chsV Quitin sintasa clase V avirulento (Madrid et al. 2003) 
chsV/chsVb Quitin sintasa clase V / Quitin 
sintasa clase VII avirulento (Martín-Urdiroz et al. 2008) 
chsVb Quitin sintasa clase VII avirulento (Martín-Urdiroz et al. 2008) 
clc1 Canal de cloro dependiente de 
voltaje reducida (Cañero & Roncero 2008b) 
cmle1 Carboxy-cis, cis-muconato ciclasa avirulento (Michielse et al. 2012) 
ctf1/ctf2 Regulador de lipasa / regulador de lipasa reducida (Bravo-Ruiz et al. 2013) 
con7-1 Factor de transcripción avirulento (Ruiz-Roldan et al. 2015) 
cti6 Factor de transcripción reducida (Michielse & Rep 2009) 
dcw1 Proteína de pared reducida (Michielse & Rep 2009) 
fbp1 Proteína F-box reducida (Miguel-Rojas & Hera 2013) 
fga1 Subunidad a de proteína G reducida (Jain et al. 2002) 
fga2 Subunidad a de proteína G avirulento (Jain et al. 2005) 
fgb1 Subunidad b de proteínas G reducida (Delgado-Jarana et al. 2005) 
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Tabla 1. Continuación 
Gen Anotación Virulencia 
en planta Referencia 
fga1 Subunidad a de proteína G reducida (Jain et al. 2002) 
fga2 Subunidad a de proteína G avirulento (Jain et al. 2005) 
fgb1 Subunidad b de proteínas G reducida (Delgado-Jarana et al. 2005) 
fhk1 Histidina quinasa reducida (Rispail & Di Pietro 2010) 
fmk1 MAP quinasa avirulento (Di Pietro et al. 2001a) 
fmk1/fgb1 MAP quinasa / Subunidad b de proteína G avirulento (Delgado-Jarana et al. 2005) 
fmk1/fhk1 MAPK / Histidina quinasa avirulento (Rispail & Di Pietro 2010) 
fmk1/fso1 Proteína WW avirulento (Prados-Rosales & Di Pietro 2008) 
fmk1/msb2 MAP quinasa  / Mucina avirulento (Pérez-Nadales & Di Pietro 2011) 
fnr1 Factor de transcripción reducida (Divon et al. 2006) 
fow1 Transportador mitocondrial reducida (Inoue et al. 2002) 
fow2 Factor de transcripción avirulento (Imazaki et al. 2007) 
frp1 Proteína F-box avirulento (Duyvesteijn et al. 2005) 
fcd1 Proteína reguladora reducida (Kawabe et al. 2006) 
ftf1 Factor de transcripción reducida (Ramos et al. 2007) 
gas1 Beta-1,3-glucanosiltransferasa avirulento (Caracuel et al. 2005) 
gnt2 N-acetil glucosamida transferasa reducida (López-Fernandez et al. 2013) 
hapX 
Factor de transcripción bZIP; 
Regulador de la homeostasis del 
hierro 
reducida (López-Berges et al. 2012) 
laeA Regulador de metabolitos 
secundarios reducida (López-Berges et al. 2012) 
meaB Factor de transcripción bZIP reducida (López-Berges et al. 2009) 
msb2 Mucina transmembrana reducida (Pérez-Nadales & Di Pietro 2011) 
pacC Factor de transcripción muy 
virulento (Caracuel et al. 2005) 
pex12 Peroxina reducida (Michielse & Rep 2009) 
pex26 Peroxina reducida (Michielse & Rep 2009) 
rho1 GTPasa tipo Rho avirulento (Martínez-Rocha et al. 2008) 
sst2 Regulador de proteínas G reducida (Michielse & Rep 2009) 
sge1 Factor de transcripción avirulento (Michielse & Rep 2009) 
sho1 Proteína transmembrana reducida (Pérez-Nadales & Di Pietro 2015) 
six1 Proteína efectora reducida (Rep et al. 2005) 
snf1 Proteína quinasa reducida (Ospina-Giraldo et al. 2003) 
ste12 Factor de transcripción reducida (Rispail & Di Pietro 2009) 
tom1 Tomatinasa 1 reducida (Pareja-Jaime et al. 2008) 
veA Respuesta a la luz, desarrollo y 
metabolismo secundario reducida (López-Berges et al. 2013) 
velB Ortólogo de Velvet B reducida (López-Berges et al. 2013) 
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1.4. F. oxysporum como modelo de infección multihospedador 
Los hongos son un grupo muy versátil de microorganismos compuesto 
principalmente de saprófitos que habitan en materia orgánica muerta. 
Aproximadamente 10.000 especies de hongos infectan plantas (Agrios 1997), 
mientras que tan sólo unas 400 han sido descritas como patógenos de 
mamíferos (de Hoog et al. 2010). Un número muy limitado pueden causar 
enfermedad en ambos tipos de hospedadores. Dentro de este último grupo se 
incluye F. oxysporum (Nucci & Anaissie 2007). 
Las infecciones fúngicas oportunistas se han descrito en distintas 
especies como Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Penicillium marneffei, 
Coccioides immitis, Sporothix schenckii y determinados serotipos de 
Cryptococcus neoformas. Las infecciones humanas causadas por Fusarium 
están asociadas principalmente con dos especies: F. solani y F. osysporum, y 
representan la segunda causa más importante de infecciones sistémicas 
provocadas por hongos filamentosos en pacientes inmunodeprimidos con 
resultado de muerte (Nucci & Anaissie 2002, Zhang et al. 2006). 
La capacidad de F. oxysporum de infectar tanto plantas como mamíferos 
derivó en su propuesta como modelo para el estudio genético de su virulencia 
en ambos sistemas (Ortoneda et al. 2004). La cepa 4287 de F. oxysporum f. sp. 
lycopersici es capaz de matar ratones inmunodeprimidos (Ortoneda et al. 2004) 
destruyendo a los macrófagos y afectando a diversos órganos (Schafer et al. 
2014a, Schafer et al. 2014b). Los análisis de genética reversa indican que la 
mayoría de los factores de virulencia esenciales para la infección de plantas, no 
lo son para la infección de mamíferos, y viceversa (Tabla 2). 
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Tabla 2. Mutantes de F. oxysporum afectados en patogénesis vegetal y/o animal. 
Mutante Virulencia en planta 
Virulencia en 
ratón Referencia 
∆abc3 reducida virulento (López-Berges et al. 2013) 
∆beas reducida reducida (López-Berges et al. 2012) 
∆chsV avirulento virulento (Madrid et al. 2003) 
∆fgb1 reducida avirulento (Delgado-Jarana et al. 2005) 
∆fmk1 avirulento virulento (Di Pietro et al. 2001a) 
∆fmk1∆fgb1 avirulento avirulento (Delgado-Jarana et al. 2005) 
∆fpr1 virulento reducida (Prados-Rosales et al. 2012) 
∆gas1 avirulento virulento (Caracuel et al. 2005) 
∆hapX reducida avirulento (López-Berges et al. 2012) 
∆laeA reducida reducida (López-Berges et al. 2012) 
∆pacC virulento reducida (Caracuel et al. 2003, Ortoneda et al. 2004) 
∆rho1 avirulento virulento (Martínez-Rocha et al. 2008) 
∆veA reducida reducida (López-Berges et al. 2013) 
∆wc1 virulento reducida (Ruiz-Roldán et al. 2008) 
 
Los modelos de infección en mamíferos han resultado útiles para 
comprender los mecanismos de virulencia de microorganismos patógenos 
(Pradel & Ewbank 2004). El inconveniente de estos sistemas es que son 
costosos, consumen mucho tiempo e implican importantes problemas de tipo 
ético y legal. Como alternativa, los modelos invertebrados como las larvas de la 
polilla de la cera Galleria mellonella son éticamente convenientes, relativamente 
simples y de bajo coste. Recientemente se ha descrito que la estirpe silvestre de 
F. oxysporum es capaz de infectar a G. mellonella al inyectar esporas en la 
hemolinfa (Navarro-Velasco et al. 2011) con una correlación de fenotipo perfecta 
con el sistema de infección de ratones.  
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2. Metabolismo del glucógeno 
Los polisacáridos son biomoléculas formadas por la unión mediante 
enlaces glucosídicos de una cantidad variable de monosacáridos. Existen dos 
tipos fundamentales: los polisacáridos estructurales y los de reserva.  
Entre los estructurales destacan los de la pared celular de plantas, 
hongos y otros organismos eucariotas. Entre ellos la celulosa, principal 
componente de la pared celular en las plantas, es la biomolécula más abundante 
en el planeta. Por otro lado, los de reserva almacenan azúcares sin implicar un 
problema osmótico. Los glucanos, polímeros de glucosa, forman la mayor parte 
de los polisacáridos de reserva. Se trata, sobre todo, de α-1,4 glucanos, 
representados por el almidón en plantas y el glucógeno en animales y hongos, 
con cadenas ramificadas gracias a enlaces α-1,6 glucosídicos.  
2.1. Importancia biológica del glucógeno 
El glucógeno es el polisacárido de reserva más importante en 
organismos eucariotas. La principal ventaja del glucógeno como molécula de 
reserva es su mínimo efecto sobre la presión osmótica celular. Además, la 
estructura de la molécula lo hace rápidamente ascesible como fuente de energía 
en condiciones limitantes. En levaduras, la acumulación de glucógeno es 
relevante para la supervivencia en condiciones limitantes a largo plazo (Sillje et 
al. 1999). Las células que acumulan glucógeno tienen mayor tasa de 
crecimiento, lo que indica su contribución al estado general (Anderson & Tatchell 
2001). Además, la producción de glucógeno está relacionada con la adaptación 
a condiciones de estrés ambiental tanto en levaduras como en el hongo 
filamentoso N. crassa (Francois & Parrou 2001, Cupertino et al. 2012). 
La movilización de glucógeno es relevante durante la esporulación en 
algunas especies, ya que la producción de esporas se ve reducida en células 
deficientes en glucógeno (de Paula et al. 2002, Rúa et al. 2008)  En Phycomyces 
blakesleeanus se ha descrito que durante el proceso de esporulación el 
glucógeno desaparece y que, este déficit altera la esporulación (Rúa et al. 2008). 
Además, la supervivencia de S. cerevisiae en condiciones limitantes de carbono 
está relacionada con la acumulación de glucógeno intracelular (Sillje et al. 1999). 
Por otro lado, las deficiencias en degradación o síntesis de glucógeno 
desencadenan graves enfermedades en mamíferos. Recientemente se ha 
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revisado que estos desórdenes suelen estar causados por mutaciones en genes 
responsables de la síntesis o degradación del glucógeno (Akman et al. 2011).  
2.2. Estructura, síntesis y degradación de la molécula de 
glucógeno 
El glucógeno es un polímero ramificado de glucosa, osmóticamente 
neutro y ampliamente distribuido en microrganismos y células animales, cuyo 
papel es ser carbohidrato de reserva. En algunos organismos, como levaduras 
y hongos, el glucógeno tiene dos funciones: como fuente de carbono y energía 
en condiciones limitantes, y en procesos de regulación metabólica mediante su 
síntesis y degradación (von Meyenburg 1969, Cameron et al. 1988).  
La molécula de glucógeno está compuesta por cadenas lineales de 
monómeros de glucosa unidos mediante enlaces glucosídicos α-1,4 ramificadas 
por enlaces α-1,6 (Figura 5). Sin embargo, el glucógeno aislado de diferentes 
fuentes biológicas son moléculas con diversos tamaños y con una estructura 
difícil de establecer. 
 
Figura 5. Estructura de la molécula de glucógeno. A. Macroestructura donde se distinguen cadenas 
tipo A y tipo B. El punto negro representa la glucogenina, proteína iniciadora de la síntesis. B. Enlaces 
glucosídicos α1,4 y α1,6 responsables de la conformación de la molécula. Entre paréntesis se indica 
el átomo de carbono de cada enlace.  
En la actualidad el modelo aceptado diferencia dos tipos de cadenas: las 
cadenas interiores B que poseen normalmente dos sitios de ramificación, y las 
cadenas exteriores A que no presentan ramificaciones (Figura 5) (Gunja-Smith 
et al. 1970, Goldsmith et al. 1982, Melendez-Hevia et al. 1993, Melendez et al. 
1997). 
A B 
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La síntesis de glucógeno se inicia con la auto-glicosilación de la 
glucogenina, generando una cadena inicial de monómeros de glucosa unidos 
mediante enlaces glucosídicos α-1,4. Continúa con la elongación de la cadena 
mediada por la glucógeno sintasa, y la ramificación llevada por la enzima 
ramificadora de glucógeno que establece los enlaces α-1,6 (Figura 6ABC). En el 
proceso inverso, durante la degradación citosólica de glucógeno, intervienen la 
glucógeno fosforilasa que hidroliza enlaces α-1,4 y la enzima desramificadora de 
glucógeno que se encarga de los enlaces α-1,6 (Figura 6DE). Además, el 
glucógeno puede ser degradado en el interior de las vacuolas por otras enzimas. 
Se desconoce la localización subcelular de las enzimas del metabolismo 
de glucógeno. Recientemente se ha publicado que la sintasa de glucógeno y la 
fosforilasa de glucógeno localizan en distintos compartimentos celulares 
dependiendo del contenido de glucógeno (Wilson et al. 2010b). En levaduras, un 
elevado contenido en glucógeno correlaciona con la localización de la glucógeno 
sintasa dispersa por el citoplasma. Mientras que en células con bajo nivel de 
glucógeno, se observa una localización definida como puntos en el citoplasma 
(Wilson et al. 2010a).  
Glucogenina 
En la mayoría de los organismos la glucogenina es la encargada de 
iniciar la síntesis de glucógeno. Se trata de una glucosiltransferasa autocatalítica, 
que añade moléculas de UDP-glucosa a su tirosina 194 mediante enlaces α-1,4, 
formando cadenas de entre 10-20 monómeros de glucosa (Figura 6A) (Smythe 
& Cohen 1991, Alonso et al. 1995, Roach & Skurat 1997, Lomako et al. 2004). 
Levaduras y mamíferos contienen dos genes parálogos que determinan dos 
isozimas de glucogenina con diferente nivel de expresión (Farkas et al. 1991, Mu 
et al. 1997), sin embargo la mayoría de los organismos sólo contienen una copia 
del gen.  
Glucógeno sintasa 
La primera cadena de 10-20 monómeros de glucosa sintetizada por la 
glucogenina sirve como iniciadora. A continuación, la glucógeno sintasa se une 
covalentemente y añade sucesivas moléculas de UDP-glucosa mediante 
enlaces  glucosídicos α-1,4, enlongando así la cadena y siendo este paso 
limitante en la síntesis de glucógeno (Figura 6B). 
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Figura 6. Síntesis y degradación del glucógeno. A. Inicio de la síntesis mediante la actividad 
autocatalítica de la glucogenina que une monómeros de UDP-glucosa mediante enlaces glucosídicos 
α-1,4. B. Elongación de la cadena polisacárida por la acción de la glucógeno sintasa, mediante 
enlaces α-1,4. C. Ramificación de la cadena a través del corte y trasposición de cadenas lineales y 
unión mediante enlaces glucosídicos α-1,6 por la enzima ramificadora. D. Degradación de glucógeno 
por la glucógeno fosforilasa. Libera glucosa-1-fosfato tras hidrólisis de enlaces glucosídicos α-1,4. E. 
Eliminación de las ramificaciones mediante la enzima desramificadora, que trasfiere cadenas de 2-3 
monómeros de glucosa unidas mediante enlaces glucosídicos α-1,6 al extremo de la cadena, y las 
une por enlaces α-1,4. Las flechas negras indican la formación de enlaces, las flechas rojas señalan 
la hidrólisis y las líneas discontinuas señalan trasposiciones. 
La glucógeno sintasa se regula por fosforilación, existiendo como forma 
activa defosforilada  y en número variable de formas fosforiladas menos activas, 
que difieren en la dependencia de glucosa 6-fosfato como efector alostérico 
(Rosell-Pérez & Larner 1962, Tellez-Inon et al. 1969, Roach & Larner 1977, 
Guinovart et al. 1979). La secuencia proteica presenta varias dianas de 
A 
B 
C 
D 
E 
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fosforilación para proteínas quinasa. En mamíferos y en levaduras existen dos 
parálogos que determinan dos isoformas con diferente nivel de expresión. En 
mamíferos la expresión es diferencial según el tejido, y en levaduras predomina 
una de las formas (Browner et al. 1989, Farkas et al. 1991, Nuttall et al. 1994). 
Sin embargo, la mayoría de los organismos contienen una única copia del gen 
de la glucógeno sintasa. 
Enzima ramificadora de glucógeno 
Se trata de una enzima ramificadora de α-glucanos. Actúa catalizando la 
transposición de bloques de 6 ó 7 monómeros de glucosa del extremo de la 
cadena lineal y uniéndola mediante enlaces glucosídicos α-1,6 dando lugar a la 
ramificación de las cadenas (Figura 6C) (Gunja et al. 1960, Manners 1971). No 
existen evidencias sobre la regulación post-traduccional de esta proteína, y 
parece que la ramificación del glucógeno depende del equilibrio entre actividad 
glucógeno sintasa y enzima ramificadora (Raben et al. 2001, Pederson et al. 
2003, Wilson et al. 2004).  
La ramificación del glucógeno incrementa el número de cadenas con 
enlaces α-1,4 accesibles, facilitando así tanto la degradación como la síntesis. 
Además, en moléculas polisacarídicas, la solubilidad aumenta 
proporcionalmente a la complejidad de sus ramificaciones (Smith 2001).  
Glucógeno fosforilasa 
Durante la degradación citosólica la glucógeno fosforilasa cataliza la 
hidrólisis de enlaces α-1,4 glucosídicos liberando monómeros de glucosa-1-
fosfato hasta encontrar un sitio de ramificación donde detiene su acción, 
aproximadamente a 3-4 residuos del enlace α-1,6 glucosídico que es incapaz 
hidrolizar (Figura 6D) (Hwang et al. 1989). 
En levaduras, la glucógeno fosforilasa se activa por fosforilación 
(Francois & Hers 1988). La glucosa-6-fosfato tiene un papel clave en el control 
de esta enzima, mediando su desfosforilación y, por tanto, su inactivación (Lin et 
al. 1996). 
Enzima desramificadora de glucógeno 
Cuando la glucógeno fosforilasa se detiene actúa la enzima 
desramificadora de glucógeno que cataliza dos reacciones sucesivas (Teste et 
al. 2000). En primer lugar, mediante su actividad glucosiltransferasa, escinde el 
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fragmento excluido por la glucógeno fosforilasa previo al punto de ramificación, 
y lo une mediante enlace α-1,4 al extremo de una cadena lineal. En segundo 
lugar, hidroliza el enlace α-1,6 eliminando el punto de ramificación, y facilita la 
actividad de la glucógeno fosforilasa (Lee et al. 1970, Tabata & Hizukuri 1992, 
Teste et al. 2000) (Figura 6E). 
Degradación vacuolar de glucógeno 
El glucógeno puede ser degradado también por una glucoamilasa 
vacuolar, determinada en S. cerevisiae por el gen SGA1 (Colonna & Magee 
1978, Yamashita & Fukui 1985, Pugh et al. 1989). Originalmente se la describió 
como implicada exclusivamente en la esporulación y en la movilización de 
glucógeno durante la germinación de esporas (Colonna & Magee 1978, 
Yamashita & Fukui 1985, Pugh et al. 1989). Sin embargo, ahora se conoce su 
papel en el metabolismo del glucógeno durante fases tardías del crecimiento 
(Wang et al. 2001). 
2.3. Regulación del metabolismo del glucógeno 
Además de la regulación postraduccional ya mencionada, las enzimas 
encargadas de la síntesis y degradación de glucógeno (glucogenina, glucógeno 
sintasa, enzima ramificadora, fosforilasa y enzima desramificadora) están 
sometidas a regulación transcripcional. En levaduras, la expresión de estos 
genes se induce al inicio de la fase estacionaria en un proceso controlado por la 
ruta de PKA, quinasa dependiente de AMPc (Hwang et al. 1989, Farkas et al. 
1991, Hardy et al. 1994, Sunnarborg et al. 2001). Además, el gen se induce 
transcripcionalmente por la ruta de represión por glucosa dependiente de la 
quinasa Snf1 y, se reprime por la quinasa dependiente de ciclina Pho85 (Hardy 
et al. 1994, Huang et al. 1996). 
El metabolismo de glucógeno ha sido extensivamente estudiado en S. 
cerevisiae. En esta especie, el glucógeno se acumula durante la fase diaúxica 
de crecimiento, o en respuesta a la limitación de nutrientes, y se hidroliza en 
ausencia de carbono (Francois & Parrou 2001). Por el contrario, N. crassa 
acumula glucógeno durante su fase exponencial de crecimiento (de Paula et al. 
2002). Además, tanto en hongos como en levaduras se ha descrito que el 
glucógeno juega un papel relevante durante la esporulación, estando reducido 
TESIS DOCTORAL                                                                          Cristina Corral Ramos 
24 
 
dicho proceso en células con baja concentración de glucógeno (Ramaswamy et 
al. 1998). 
Por otro lado, el estrés celular parece influir en la síntesis y movilización 
de glucógeno. En levaduras, la expresión de los genes para la fosforilasa de 
glucógeno y la enzima desramificadora se encuentra inducida en condiciones de 
estrés, como la presencia de etanol, cafeína, DMSO, metales pesados o sales, 
sugiriendo una movilización del glucógeno en estas condiciones (Parsons et al. 
2004, van Bakel et al. 2005, Teixeira et al. 2009, Zhang et al. 2013, Zhao et al. 
2013). Además, en N. crassa se ha descrito que el choque térmico reduce la 
expresión y la actividad de la sintasa de glucógeno, disminuyendo por tanto los 
niveles intracelulares de glucógeno (Noventa-Jordao et al. 1996, de Paula et al. 
2002, Freitas & Bertolini 2004).  
Finalmente, la ruta del glucógeno también se afecta por el pH ambiental. 
En N. crassa, la ruta de PacC (factor de transcripción de respuesta a pH) regula 
la expresión de la glucógeno sintasa, disminuyendo su expresión y la 
acumulación de glucógeno a pH alcalino (Cupertino et al. 2012).  
2.4. Papel del glucógeno en virulencia 
El glucógeno es el principal polisacárido de reserva en hongos, aunque 
su importancia durante la virulencia únicamente se ha estudiado en el patógeno 
del arroz Magnaporthe oryzae. En este hongo, la degradación y/o movilización 
de glucógeno han revelado su importancia durante la diferenciación asexual y la 
formación del apresorio (Deng et al. 2009, Badaruddin et al. 2013). Mutantes 
delecionados en los genes para la degradación de glucógeno, glucógeno 
fosforilasa o la enzima desramificadora, se vieron afectados en la movilización 
de glucógeno durante el desarrollo del apresorio, reduciendo significativamente 
su capacidad para causar enfermedad (Badaruddin et al. 2013). 
Por el contrario, la biosíntesis del glucógeno, catalizada principalmente 
por la glucógeno sintasa, es prescindible para la virulencia de M. oryzae. Esta 
aparente contradicción puede explicarse, porque la ausencia de la glucógeno 
fosforilasa y/o de la enzima desramificadora reducen la expresión de un gen 
responsable de la síntesis de trehalosa (Badaruddin et al. 2013), un disacárido 
indispensable para la formación de apresorios (Foster et al. 2003).  
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3. Autofagia 
La autofagia es un proceso de degradación muy controlado en el que las 
células digieren proteínas y orgánulos citoplasmáticos en el interior de vacuolas 
o lisosomas. Es un proceso de mecanismo que presentan las células eucariotas, 
en el que orgánulos y componentes celulares son degradados, bien por exceso 
o por defectos estructurales, dentro de vacuolas o lisosomas con el fin de 
alcanzar la homeostasis de nutrientes en condiciones de estrés o durante los 
distintos estadios del desarrollo (Klionsky 2009, Nakatogawa et al. 2009). 
3.1. Tipos y funciones del proceso de autofagia 
Se pueden diferenciar principalmente dos procesos de autofagia: 
microautofagia y macroautofagia. Ambos procesos están implicados en el 
transporte de macromoléculas y orgánulos desde el citosol a la vacuola o al 
lisosoma para su posterior degradación, y pueden ocurrir o no de manera 
selectiva. 
Microautofagia 
Se trata de la transferencia a la vacuola o al lisosoma, y su posterior 
degradación, de componentes citoplasmáticos directamente por invaginación, 
sin formación previa de un autofagosoma. Durante este proceso sólo se 
degradan pequeñas fracciones del citoplasma (Marzella et al. 1981, Li et al. 
2012).  
Macroautofagia 
 Durante este proceso se encapsulan orgánulos o grandes porciones del 
citoplasma en vesículas con doble membrana que son trasportadas a la vacuola 
o al lisosoma para su degradación. Estos compartimentos reciben el nombre de 
autofagosomas. La degradación selectiva de orgánulos como peroxisomas, 
mitocondrias, ribosomas, núcleo y retículo endoplasmático reciben del nombre 
de perxofagia, mitofagia, ribofagia, nucleofagia y reticulofagia, mientras que la 
degradación específica de agregados proteicos y bacterias se denominan  
agrefagia y xenogafia, respectivamente (Lamark & Johansen 2012, Jo et al. 
2013, Suzuki 2013). Normalmente, cuando se habla de autofagia se refiere al 
proceso de macroautofagia, sea o no selectiva. 
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Funciones 
La principal función de la autofagia es mantener la homeostasis celular 
mediante la degradación, para su posterior reciclaje, de orgánulos y agregados 
proteicos del citoplasma (Mizushima & Klionsky 2007). Se trata de un proceso 
fundamental para la supervivencia celular bajo condiciones limitantes de 
nutrientes. La degradación de orgánulos se puede llevar a cabo de manera 
selectiva o no selectiva bajo condiciones de estrés celular. Además, la autofagia 
selectiva de orgánulos se puede desencadenar en respuesta al daño o 
disfunción del propio orgánulo o bien como adaptación celular a cambios en las 
condiciones de crecimiento. 
Por otro lado, la autofagia podría participar en procesos de biosíntesis 
debido a la conexión con la ruta directa de transporte citoplasma-vacuola (CVT, 
Citoplams-to-Vacuole Targeting) que se utiliza para la movilización de 
hidrolasas, ya gran parte del proceso solapa con el desarrollo de autofagia 
selectiva, estando involucradas en el proceso varias proteínas Atg (Lynch-Day & 
Klionsky 2010). Además, recientemente se ha revisado la posibilidad de que 
algunos autofagosomas intervengan en rutas de señalización extracelular al 
fusionarse con la membrana plasmática (Reggiori & Klionsky 2013), ya que en 
S. cereviae y en P. pastoris la liberación de determinadas proteínas como 
respuesta a condiciones limitantes es dependiente de genes atg y no de la ruta 
de secreción clásica.  
3.2. Mecanismos moleculares del proceso de autofagia 
La autofagia es un mecanismo altamente regulado donde intervienen 
gran número de proteínas. En levaduras, se han identificado hasta 36 genes 
relacionados con autofagia (atg), de los cuales 17 son necesarios en todas las 
rutas relacionadas y, 19 están implicados en autofagia selectiva, en la inducción 
de rutas específicas relacionadas o en respuesta a estímulos fisiológicos (Inoue 
& Klionsky 2010).  
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Figura 7. Procesos celulares durante el desarrollo de autofagia. Tras la inducción de autofagia un 
fagóforo inicial se posiciona en el lugar de anclaje al fagóforo (PAS, Phagophore Assembly Site). 
Posteriormente el fagóforo se alarga y curva, englobando la carga en una doble membrana y 
formando el autofagosoma. A continuación la membrana externa del autofagosoma se fusiona con 
la membrana vacuolar liberando en su interior un cuerpo autofágico. El cuerpo autofágico se 
degradará por enzimas hidrolíticas y los productos se exportarán al citoiplasma para su reutilización. 
Figura modificada de Voigt & Pöggeler 2013. 
En términos generales, la secuencia de acontecimientos durante el 
proceso de autofagia puede dividirse en 5 etapas: inducción, nucleación de 
vesícula, expansión, fusión a la vacuola y, finalmente, rotura y reciclaje (Figura 
7) (Rubinsztein et al. 2012).  
Inducción 
La inducción de autofagia comienza con la activación de la ruta TOR de 
reconocimiento de rapamicina (Target Of Rapamycin). En condiciones de 
hambre de nutrientes, la quinasa TOR se inactiva y deja de fosforilar a Atg13. 
Atg13 defosforilado tiene gran afinidad por la quinasa Atg1 permitiendo la 
formación de un complejo con Atg1, Atg17, Atg29 y Atg31, y fosforilando a Atg2 
(Tanida 2011) (Figura 8A).  
Nucleación de la vesícula 
Una vez inducido el proceso, determinadas proteínas Atg se acumulan 
en el lugar de anclaje al fagóforo (PAS, Phagophore Assembly Site) dando 
comienzo la nucleación de la vesícula. Este proceso está regulado por el 
complejo I, formado por las proteínas Vps34, Vps15, Atg14 y Atg6, que fosforila 
fosfatidilinositol en el lugar de anclaje al fagóforo (PAS). La fosforilación de 
fosfatidilinositol permite la unión al PAS de Atg18, Atg9 y Atg2, conformando la 
estructura para la posterior expansión de la vesícula (Tanida 2011) (Figura 8B). 
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Figura 8. Mecanismos moleculares durante la autofagia. A. Inducción de autofagia por limitación de 
nutrientes. B. Nucleación de la vesícula a través de las fosforilación de fosfatidilinositol en el PAS 
catalizada por el complejo I. C. Expansión del fagóforo a través de la conjugación de Atg8-PE en el 
PAS gracias a las rutas de conjugación Atg8 y Atg12. D. Fusión del autofagosoma a la vacuola y 
rotura del cuerpo autofágico mediada por Atg15 e hidrolasas vacuolares. PAS lugar de anclaje al 
fagóforo (Phagophore Assembly Site), PE fosfatidil-etanolamina (Phosphatidyl-Ethanolamine). 
Figura modificada de Voigt & Pöggeler 2013. 
Expansión 
 Durante la expansión del fagóforo, una estructura en forma de media 
luna secuestra orgánulos y parte del citoplasma en el interior de la doble 
membrana (Voigt & Poggeler 2013).  
B 
C 
D 
A 
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En este proceso es indispensable el correcto funcionamiento de dos 
rutas de conjugación similares a la ubiquitinación de proteínas. Atg8-fosfatidil-
etanolamina conjugado (PE, Phosphatidyl-Ethanolamine) es el componente 
estructural más importante del autofagosoma. La formación de esta proteína 
conjugada requiere la participación de la proteasa Atg4 y de las enzimas de 
activación Atg7 y Atg3. En el segundo sistema de conjugación, la proteína tipo 
ubiquitina Atg12 se une covalentemente a Atg5 gracias a las enzimas de 
activación Atg7 y Atg10, dando lugar al complejo proteico Arg12-Atg5-Atg16 
(Tanida et al. 1999, Geng & Klionsky 2008). Finalmente, este último complejo 
cataliza la unión de Atg8-PE en el lugar de anclaje al fagóforo (PAS) (Figura 8C). 
Fusión 
Concluida la expansión del fagóforo y, por lo tanto, la formación del 
autofagosoma, éste se transporta a la vacuola. La membrana externa del 
autofagosoma se fusiona con la membrana vacuolar liberando la vesícula 
formada por la membrana interna al interior de la vacula (Rubinsztein et al. 2012). 
A la vesícula formada por la membrana interna del autofagosoma rodeando los 
componentes citoplasmáticos se le denomina cuerpo autofágico. (Figura 8D).  
Rotura y reciclaje 
Una vez dentro de la vacuola, los cuerpos autofágicos se lisan por la 
acción de la lipasa Atg15 e hidrolasas vacuolares, liberando su contenido 
citoplasmático. Los productos derivados de la degradación vacuolar se 
transportan al citoplasma mediante permeasas como Atg22 (Tanida 2011) para 
su reutilización (Figura 8D). 
3.3. Regulación del proceso de autofagia 
De manera general, la escasez de nutrientes desencadena el proceso 
de autofagia, aunque existen otros estímulos relacionados, sobre todo en células 
animales. 
La autofagia está mediada por la regulación dependiente de nitrógeno. 
En este sentido, la quinasa TOR está considerada el principal sensor de 
nitrógeno y el principal regulador negativo de autofagia (Noda & Ohsumi 1998, 
Cutler et al. 1999), los niveles bajos de nitrógeno inducen autofagia al inhibir la 
actividad de TOR. Al igual que la ausencia de nitrógeno, la ausencia de glucosa 
induce autofagia, en este caso, vía la actividad de la quinasa Snf1 (Wang et al. 
TESIS DOCTORAL                                                                          Cristina Corral Ramos 
30 
 
2001). Además, la quinasa dependiente de ciclina Pho85 actúa como un 
regulador negativo que es inhibido en condiciones limitantes de nitrógeno, un 
proceso antagónico a Snf1 (Wang et al. 2001). 
3.4. Autofagia y virulencia en hongos 
El desarrollo de autofagia en hongos filamentosos no sólo es importante 
para el crecimiento bajo condiciones limitantes y no limitantes, sino que también 
es un proceso fundamental para la diferenciación celular, el metabolismo 
secundario y la virulencia (Palmer et al. 2007, Pollack et al. 2009, Bartoszewska 
et al. 2011, Khan et al. 2012). 
En el patógeno del arroz M. oryzae la deleción del gen atg8 reduce 
drásticamente la esporulación y afecta a la degradación nuclear relacionada con 
la formación de estructuras de penetración en la planta, imposibilitando la 
infección (Veneault-Fourrey et al. 2006, Deng et al. 2009). La misma deleción en 
las especies A. oryzae y F. graminearum desencadena deficiencias en 
esporulación y en la formación de micelio aéreo (Kikuma et al. 2006, Josefsen et 
al. 2012). Además, en el hongo entomopatógeno Metarhizium robertsii Atg8 es 
indispensable para la formación del apresorio y para la protección contra el 
sistema inmunitario del insecto y, por tanto, para el desarrollo de la infección 
(Duan et al. 2013).  
Por otro lado, los genes atg1 y atg4 en M. oryzae son necesarios para la 
degradación nuclear asociada al proceso de infección (He et al. 2012). También 
en este hongo, la deleción de atg4 reduce la esporulación significativamente (Liu 
et al. 2010). En términos generales, en M. oryzae la deleción de 22 genes atg 
reveló que cualquiera de los implicados en autofagia no selectiva son necesarios 
para la infección, al contrario que lo observado en genes relacionados con 
autofagia selectiva (Kershaw & Talbot 2009).  
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4. Relación entre el metabolismo del glucógeno y la 
autofagia 
Al igual que la acumulación de glucógeno, en levaduras el proceso se 
autofagia se induce en condiciones limitantes de nutrientes (Francois & Parrou 
2001, Nakatogawa et al. 2009). Además, existen evidencias de que ambos 
procesos están conectados. Por ejemplo, la sobreexpresión de atg1 incrementa 
los niveles de autofagia y la acumulación intracelular de glucógeno (Wang et al. 
2001). De manera recíproca, la deleción de atg1 reduce los acúmulos de 
glucógeno en fases tardías del crecimiento. 
No obstante se desconoce la relación precisa entre autofagia y 
almacenamiento de glucógeno. Sin embargo, se han revisado dos explicaciones 
que podrían esclarecer dicha vinculación, bien por separado o combinadas 
(Wilson et al. 2010b). En primer lugar, la autofagia proporcionaría intermediarios 
para la síntesis de glucógeno o, suministraría fuente de energía para su 
utilización inmediata, que en su ausencia promovería la utilización prematura de 
glucógeno. En segundo lugar, durante el proceso de autofagia se entregaría 
glucógeno a la vacuola donde estaría a salvo de enzimas citosólicas y podría ser 
degradado por glucoamilasas vacuolares como Sga1. Ambos mecanismos se 
ilustran en la Figura 9. 
Además, tanto el metabolismo del glucógeno como el proceso de 
autofagia se encuentran bajo la regulación de la ruta de represión por glucosa 
dependiente de la quinasa Snf1 y de la quinasa dependiente de ciclina Pho85 
(Figura 9). La represión por glucosa de Snf1 activa indirectamente la expresión 
de la glucógeno sintasa e incrementa la síntesis de glucógeno, mientras que la 
activación de Pho85 reduce la síntesis de glucógeno por inhibición de la 
glucógeno sintasa (Hardy et al. 1994, Huang et al. 1996, Enjalbert et al. 2004). 
Por otro lado, Snf1 controla positivamente la autofagia vía Atg1 y Atg13, y Pho85 
presenta un papel antagónico al de Snf1, probablemente inhibiendo a la quinasa 
Atg1 (Wang et al. 2001). 
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Figura 9. Modelo que relaciona la autofagia con el metabolismo del glucógeno. La síntesis de 
glucógeno se induce bajo limitación de nutrientes en condiciones similares a la autofagia. La 
autofagia influye en la acumulación de glucógeno a través de dos vías. En primer lugar, 
proporcionando metabolitos secundarios, a partir de la degradación vacuolar, que inducirían la 
síntesis y/o conservación de glucógeno. En segundo lugar, mediante el transporte de glucógeno a la 
vacuola protegiéndolo de la degradación citosólica. Figura adaptada de Wang et al. 2001. 
Autofagia como donador de metabolitos para la síntesis de glucógeno 
La autofagia es un mecanismo de reciclaje de material citosólico que 
posteriormente será utilizado para síntesis de nuevas proteínas o en otros 
procesos, como la síntesis del glucógeno. Tras el proceso de autofagia, las 
moléculas procedentes de la vacuola funcionarían como metabolitos intermedios 
o como fuente de energía para la síntesis de glucógeno. En levaduras, mutantes 
deficientes al mismo tiempo en autofagia y en la degradación citosólica del 
glucógeno acumulan menos de esta reserva en fases tempranas del crecimiento, 
sugiriendo deficiencias en su síntesis (Wang et al. 2001).  
Un metabolito clave en el metabolismo del glucógeno es la glucosa-6-
fosfato, activador de la glucógeno sintasa (Rosell-Pérez & Larner 1962, Tellez-
Inon et al. 1969, Roach & Larner 1977, Guinovart et al. 1979), y represor de la 
glucógeno fosforilasa (Lin et al. 1996). Aunque por ahora no se ha encontrado 
alteración en la concentración de este metabolito en células deficientes en 
autofagia, se ha sugerido que otros intermediarios, liberados durante el proceso, 
podrían influenciar la síntesis de glucógeno (Wang et al. 2001). 
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La vacuola como reservorio de glucógeno 
La vacuola, es un lugar natural de degradación de glucógeno por la 
acción de la glucoamilasa Sga1 en S. cerevisiae (Colonna & Magee 1978, 
Yamashita & Fukui 1985, Pugh et al. 1989). Sin embargo, también se ha sugerido 
que actúa como reservorio de glucógeno, sobre todo en condiciones de autofagia 
(Wang et al. 2001). Durante la autofagia no selectiva, el glucógeno, junto con 
demás componentes citoplasmáticos, sería transportado al interior del 
autofagosoma. En este sentido, se han detectado, mediante microscopía 
electrónica, acúmulos de glucógeno en el interior de vacuolas (Takeshige et al. 
1992) y además, en torno al 10% del glucógeno presente en hepatocitos de 
mamífero se localiza en los lisosomas (Geddes et al. 1977, Geddes 1986). 
Por lo tanto, las células defectuosas en autofagia serían incapaces de 
transportar glucógeno a la vacuola quedando expuesto a la degradación 
citosólica por enzimas específicas (glucógeno fosforilasa y enzima 
desramificadora de glucógeno). 
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El objetivo general de la tesis ha sido el conocimiento de las bases 
moleculares de la biología y del comportamiento virulento de Fusarium 
oxysporum f. sp. lycopersici, en particular el estudio del metabolismo del 
glucógeno y del proceso de autofagia. Para ello se han abordado los siguientes 
objetivos específicos: 
 
1. Búsqueda y caracterización in silico de los genes responsables del 
metabolismo del glucógeno. 
 
2. Análisis del perfil de expresión de los genes del metabolismo del 
glucógeno in vivo, durante el proceso de infección en plantas de tomate, e in 
vitro, durante el crecimiento en medio de cultivo y bajo condiciones de inducción 
por glucógeno. 
 
3. Estudio del papel del metabolismo del glucógeno en F. oxysporum 
f.sp. lycopersici mediante interrupción dirigida por reemplazamiento génico: 
caracterización bioquímica y patotípica de los mutantes obtenidos. 
 
4. Búsqueda y caracterización in silico de los genes responsables del 
proceso de autofagia. 
 
5. Análisis del papel de Atg8 en los procesos de autofagia y dinámica 
nuclear post-fusión vegetativa de hifas mediante la interrupción dirigida del gen 
en un fondo genético que cuenta con la histona H1 fusionada a la proteína 
fluorescente del rojo cerezo (ChFP). 
 
6. Caracterización fenotípica de los mutantes ∆atg8 en F. oxysporum 
f. sp. lycopersici durante el crecimiento vegetativo, la esporulación, la fusión 
entre hifas y la virulencia en plántulas de tomates y en el modelo animal G. 
mellonella. 
 
7. Estudio de la vinculación entre el metabolismo del glucógeno y la 
autofagia en F. oxysporum. 
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1. Materiales  
1.1. Material biológico 
Las estirpes bacterianas, de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici, y los 
cultivares utilizados en este trabajo se detallan en la siguiente tabla: 
Tabla 3. Material biológico usado en este trabajo. 
Especie Estirpe/Cultivar Características 
Escherichia 
coli DH5α 
supE44, ∆lacU169 (Φ80lacΖ∆M15), hsdR17, recA1, 
endA1, gyrA96, thi-1, relA1. Receptora en 
experimentos de transformación genética para 
amplificación de plásmidos, PCR y secuenciación de 
ADN 
Fusarium 
oxysporum 4287 
estirpe silvestre (f.sp. Lycopersici, raza 2) (Dr. J. 
Tello1) 
 ∆gnn1 gen glucogenina delecionado (Corral-Ramos & Roncero 2015), este trabajo 
 ∆gls1 gen sintasa de glucógeno delecionado (Corral-Ramos & Roncero 2015), este trabajo 
 ∆gbe1 gen enzima ramificadora de glucógeno (Corral-Ramos & Roncero 2015) este trabajo 
 ∆gdb1 
gen enzima desramificadora de glucógeno 
delecionado (Corral-Ramos & Roncero 2015), este 
trabajo 
 ∆gph1 gen fosforilasa de glucógeno delecionado (Corral-Ramos & Roncero 2015), este trabajo 
 ∆gph1∆gdb1 doble deleción de los genes gph1 y gdb1 (Corral-Ramos & Roncero 2015), este trabajo 
 H1::GFP histona H1 fusionada a GFP (Ruiz-Roldán et al. 2010) 
 H1::ChFP histona H1 fusionada a ChFP (Ruiz-Roldán et al. 2010) 
 ∆atg8 H1::ChFP 
gen proteína 8 relacionada con autofagia delecionado 
en fondo H1::ChFP (Corral-Ramos et al. 2015), este 
trabajo 
 
∆atg8 H1::ChFP 
+ atg8 
complementación atg8 en fondo H1::ChFP (Corral-
Ramos et al. 2015), este trabajo 
 GFP::atg8 atg8 fusionado a GFP (Corral-Ramos et al. 2015), 
este trabajo 
Tomate 
(Lycopersicon 
esculentum 
Mill.) 
Daniella (Fruto) sensible a la raza 2 de F. oxysporum f.sp. lycopersici 
Money Maker2 
(Semillas) sensible a la raza 2 de F. oxysporum f.sp. lycopersici 
Galleria 
mellonella  
larvas en estadio final de entre 0,1 y 0,2 g. Animal 
Center S.A. (Valencia) 
1Dpto. Producción vegetal, Universidad de Almería; 2cedida por Syngenta Seeds,  
  
 
1.2. Medios de cultivo 
Los medios se esterilizaron usando una autoclave a 120 ºC y 1 atmosfera 
de presión durante 20 minutos, o mediante filtración (Millipore con diámetro de 
poro de 0,22 µm). Los medios sólidos fueron fundidos y repartidos en placas 
Petri antes de su solidificación. 
Medios de cultivo para E. coli 
A. Medio Luria-Bertani: 
Líquido (LB): bactotriptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L), NaCl (5 
g/L). Suplementado con 0,005 % de ampicilina (p/v) para seleccionar resistentes. 
Sólido (LA): medio líquido LB suplementado con 15 g/L de bactoagar. 
Suplementado con 0.005 % de ampicilina (p/v) para seleccionar estirpes 
resistentes. 
B. Medio LA, X-GAL, IPTG y Ampicilina: 
Medio LA suplementado con 134 µM de isopropil-1-tio-β-D-
galactopiranósido (IPTG), 0,005 % (p/v) X-Gal (disuelto en formamida) y 0,005 
% ampicilina (p/v). 
Medios de cultivo para Fusarium oxysporum 
A. Medio nutritivo: 
Líquido (PDB): Hervir 200 g de patatas peladas y troceadas en 1 L de 
agua durante 60 minutos. Filtrar, añadir 20 g de glucosa, enrasar hasta 1 L y 
esterilizar en autoclave. 
Sólido (PDA): 3,9 % (p/v) de un compuesto constituido por agar, patata 
peptona y glucosa (Scharlau Microbiology). 
Cuando fue necesario, se añadió higromicina B (20 µg/mL en PDB o 55 
µg/mL en PDA), fleomicina (1,6 µg/mL en PDB o 4 µg/mL en PDA) o 
nourseotricina (2,5 µg/mL en PDB o 50 µg/mL en PDA). El pH del medio se ajustó 
a 8 con NaOH cuando contenía fleomicina. 
B. Medio sintético de ARNE (SM): 
Líquido: MgSO4 x 7H2O (0,2 g/L), KH2PO4 (0,4 g/L), KCl (0,2 g/L), 
NH4NO2 (1g/L), FeSO4 (0,01 g/L), ZnSO4 (0,01 g/L) y MnSO4 (0,01 g/L). 
Sólido: Medio líquido suplementado con 15 g/L de bactoagar. 
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Este medio fue suplementado con diferentes fuentes de carbono según 
el experimento. 
C. Medio mínimo Puhalla (Puhalla 1968): 
Líquido: MgSO4·7H2O (0,5 g/L); KH2PO4 (1 g/L); KCl (0,5 g/L); NaNO3 (2 
g/L) y sacarosa (30 g/L).  
Sólido: Medio líquido suplementado con 15 g/L de bactoagar. 
D. Medio mínimo de regeneración: 
Líquido: MgSO4 x 7 H2O (0,5 g/L), KH2PO4 (1 g/L), KCl (0,5 g/L), NaNO3 
(2 g/L), glucosa (20 g/L) y sacarosa (200 g/L). 
Sólido: Medio líquido suplementado con bactoagar 12,5 g/L para medio 
sólido ó 4 g/L para agar de cobertera. 
D. Medio de fusión: 
 Para los análisis de microscopía, el medio de fusión utilizado fue PDB 
diluido 1:50 en agua destilada, 20 mM de ácido glutámico con o sin 0,8% (p /v) 
de agarosa. 
1.3. Compuestos y kits 
Los compuestos químicos y los kits usados durante este trabajo se 
resumen en la siguiente tabla: 
Tabla 4. Compuestos químicos usados en este trabajo. 
Nombre del compuesto Casa comercial Almacenamiento 
1 KB plus DNA Marker Enzimax 4 ºC 
Acetato de amonio (NH4Ac) Merck Temperatura ambiente 
Acetato de sodio (NaAc) Sigma Temperatura ambiente 
Acetato potásico (KAc) Meck Temperatura ambiente 
Ácido acético J.T. Baker Temperatura ambiente 
Ácido aurintricarboxílico (ATA) Sigma Temperatura ambiente 
Ácido clorhídrico (HCl) Sigma Temperatura ambiente 
Ácido glutámico sal monosódica Sigma Temperatura ambiente 
Ácido Ortofosfórico Panreac Temperatura ambiente 
Ácido sulfúrico (H2SO4) Merck Temperatura ambiente 
Agar bacteriológico (Bactoagar) Oxoid Temperatura ambiente 
Agarosa Pronadisa Temperatura ambiente 
Amiloglucosidasa de A. niger Roche 4 ºC 
Amonio nitrato (NH4NO3) Merck Temperatura ambiente 
  
 
Tabla 4. Continuación. 
Nombre del compuesto Casa comercial Almacenamiento 
Ampicilln Sodium salt (Ampicilina) Sigma 4 ºC 
Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments Roche 4 ºC 
Azul de bromofenol Sigma Temperatura ambiente 
Azul de xilencianol (Xylencyanol FF 
standard) Flucka Temperatura ambiente 
Bromuro de etidio Amresco Temperatura ambiente 
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 
(CTAB) Sigma Temperatura ambiente 
Calcofluor White (CFW) Flucka Temperatura ambiente 
Carbonato de sodio (Ca2CO3) Panreac Temperatura ambiente 
CDP-STAR Roche 4 ºC 
Citrato de sodio Merck Temperatura ambiente 
Cloroformo Merck Temperatura ambiente 
Cloruro de calcio (CaCl2) Merck Temperatura ambiente 
Cloruro de Litio (ClLi) Merck Temperatura ambiente 
Cloruro de manganeso (MnCl2) Sigma Temperatura ambiente 
Cloruro de potasio (KCl) Merck Temperatura ambiente 
Cloruro de sodio (NaCl) Merck Temperatura ambiente 
Dansil-cadaverina (MDC) Sigma -20 ºC 
DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) Sigma -20 ºC 
Dig DNA Labeling Mix Roche -20 ºC 
DIG Easy Hyb Granules Roche Temperatura ambiente 
Dimetil sulfóxido (DMSO) Merck Temperatura ambiente 
Dodecil sulfato de sodio (SDS) Serva Temperatura ambiente 
Etanol Panreac Temperatura ambiente 
Extracto de levadura Merck Temperatura ambiente 
Fleomicina InvivoGen -20 ºC 
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
(PMSF) Sigma Temperatura ambiente 
Formamida Sigma 4 ºC 
Fosfoglucomutasa Sigma -20 ºC 
Fosforilasa b Sigma -20 ºC 
Glicerol Merck Temperatura ambiente 
Glucanex®-100G (mezcla enzimas 
líticas) 
Novozymes 4 ºC 
Glucógeno  Sigma 4 ºC 
Glucosa VWR Prolabo® Temperatura ambiente 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa  Sigma -20 ºC 
Hidróxido de sodio (NaOH) Merck Temperatura ambiente 
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Tabla 4. Continuación. 
Nombre del compuesto Casa comercial Almacenamiento 
Higromicina B (HidroGoldTM) InvivoGen -20 ºC 
iQ SyBR Green Supermix Bio-Rad -20 ºC 
Isopropanol Merck Temperatura ambiente 
Isopropil-1-tio-β-D-galactopiranósido 
(IPTG) Apollo -20 ºC 
Lisozima Sigma -20 ºC 
MOPS Sigma Temperatura ambiente 
Nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato (NADP) Sigma -20 ºC 
Nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato (NADPH) Sigma -20 ºC 
Nitrato de amónio (NH4NO2) Panreac Temperatura ambiente 
Nitrato de sodio (NaNO3) Merck Temperatura ambiente 
Octanol Panreac Temperatura ambiente 
Polietilenglicol 6000 (PEG 6000) Merck Temperatura ambiente 
Potasio dihidrogenofosfato (KH2PO4) Merck Temperatura ambiente 
Potasio hidróxido (KOH) Merck Temperatura ambiente 
Potato Dextrose Agar (PDA) Scharlau Temperatura ambiente 
Protein assay  Bio-Rad 4 ºC 
Ribonucleasa A (ARNasa) Fermentas -20 ºC 
RNasin® Plus (Inhibidor de ARNasa) Promega -20 ºC 
Sacarosa Merck Temperatura ambiente 
Sero albúmina bovina Fracción V 
(BSA) Roche 4 ºC 
Sorbitol Sigma Temperatura ambiente 
Sulfato de zinc (ZnSO4) Sigma Temperatura ambiente 
Trehalasa Sigma -20 ºC 
Triptona Merck Temperatura ambiente 
Titriplex®I (EDTA) Merck Temperatura ambiente 
Tripure Isolation Reagent Roche 4 ºC 
Tritón X-100 Sigma Temperatura ambiente 
Trizma base Sigma Temperatura ambiente 
Tween 20 Sigma Temperatura ambiente 
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido) Sigma -20 ºC 
β-mercaptoetanol Merck 4 ºC 
 
 
 
  
 
Tabla 4. Continuación. 
Kit Casa comercial Almacenamiento 
Rneasy Plant MiniKit Qiagen Temperatura ambiente 
GeneClean® Turbo MP Temperatura ambiente 
Glucose oxidase assay kit Sigma 4 ºC 
pGEM®-T Vector System Promega -20 ºC 
pSparK® I DNA cloning system Canvax -20 ºC 
Expand High Fidelity PCR System Roche -20 ºC 
Dnase I Kit Fermentas -20 ºC 
M-MLV Reverse Transcryptase kit Invitrogen -20 ºC 
BioTaqTM DNA Polymerase Bioline -20 ºC 
 
1.4. Oligonucleótidos sintéticos 
Los oligonucleótidos sintéticos utilizados como cebadores en las 
reacciones de amplificación y secuenciación se diseñaron con el programa Oligo 
(Molecular Biology Insights, Inc.), optimizando en cada caso su estabilidad 
interna, la formación de horquillas y dímeros no deseados, así como diversos 
parámetros físicos y químicos (Tm, %G + C, %A + T) (Tabla 5). Los 
oligonucleótidos se sintetizaron en la empresa comercial Eurofins MWG Operon. 
Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. Las secuencias terminales incluidas para 
favorecer la hibridación con el extremo 3’ o 5’ de los casetes de resistencia a higromicina o fleomicina 
en minúscula. 
Oligo Secuencia (5´→ 3´) Posición al ATG Uso experimental 
act-q7 ATGTCACCACCTTCAACTCCA + 1278 (s) qRT-PCR 
act-q8 CTCTCGTCGTACTCCTGCTT + 1578 (as) qRT-PCR 
hyg-Y GGATGCCTCCGCTCGAAGTA + 735 (as) interrupción génica / 
análisis Southern 
hyg-G CGTTGCAAGACCTGCCTGAA + 289 (s) interrupción génica / 
análisis Southern 
TtrpC-8B AAACAAGTGTACCTGTGCATTC + 1727 (as) interrupción génica 
PgpdA-15B CGAGACCTAATACAGCCCCT - 1020 (s) interrupción génica 
PHL AGTTGACCAGTGCCGTTCCG + 7 (s) interrupción génica / 
análisis Southern 
FLE6 CGAACTCCCGCCCCCACG + 319 (as) interrupción génica / 
análisis Southern 
M13for CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC (s) 
complementación / 
fusión GFP::atg8 
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Tabla 5. Continuación. 
Oligo Secuencia (5´→ 3´) Posición al ATG Uso experimental 
M13rev AGCGGATAACAATTTCACACAGGA (as) 
complementación / 
fusión GFP::atg8 
GNN-1 CATCATCGTGCAGCCGTTGA - 1174 (s) interrupción génica 
GNN-2 ggctccagcgcctgcaccagctccGACGACGTAGGACAGGAGTT - 0 (as) interrupción génica 
GNN-3 aagagtcaccggtcactgtacagaCACCAGCTACGTCCACTGAA + 2740 (s) interrupción génica 
GNN-4 TACACCACAGTTCACACGGG + 3892 (as) interrupción génica 
GNN-5 TCTTCTGTACGAACGTGGGG - 995 (s) interrupción génica 
GNN-6 CCTGTAACGCAGAATGAGCC + 3771 (as) interrupción génica 
GNN-ADP AACTCCTGTCCTACGTCGTCggagctggtgcaggcgctggagcc + 1918 (s) interrupción génica 
GNN-HYG TTCAGTGGACGTAGCTGGTCtctgtac
agtgaccggtgactctt - 882 (s) interrupción génica 
GNN-7 GAGGGCACGCATCATTCAGC + 1106 (s) análisis Southern 
GNN-8 TGGACGAGGTCGGTTGCGTT + 1695 (as) análisis Southern 
GNN-9 TTGCTGCCCTTCTCACGTCA - 451 (s) análisis Southern 
GNN-10 ACGTAGGACAGGAGTTGACC - 4 (as) análisis Southern 
GNN-11 TCACACCAGCCCCAATTCAG + 2137 (s) qRT-PCR 
GNN-12 CGACTCACTCCTTCTCTACC + 2429 (as) qRT-PCR 
GLS-1 AGGGTCACTAATAATGTAACGCT - 1140 (s) interrupción génica 
GLS-2 ggctccagcgcctgcaccagctccGACGTGTTTACCTCAAGTCAAG - 3 (as) interrupción génica 
GLS-3 aagagtcaccggtcactgtacagaCAGACTCTTTCGGACAGGGTT + 2362 (s) interrupción génica 
GLS-4 ATGGGCTGGCAAATCTTCTCTT + 3456 (as) interrupción génica 
GLS-5 TAATGTAACGCTCAATCGGCTC -1134 (s) interrupción génica 
GLS-6 CCTTGCCCAATTCAACATGTTG + 3401 (as) interrupción génica 
GLS-ADP CTTGACTTGAGGTAAACACGTCggagctggtgcaggcgctggagcc + 1918 (s) interrupción génica 
GLS-HYG AACCCTGTCCGAAAGAGTCTGtctgta
cagtgaccggtgactctt - 882 (s) interrupción génica 
GLS-7 AGGAGCATCAACACCAGGCAA - 838 (s) análisis Southern 
GLS-8 ATCGAATCGAGATGGTGGTGG - 297 (as) análisis Southern 
GLS-9 TGAGATTGCCACTGAGGTAGC + 50 (s) análisis Southern 
GLS-10 GGTTAGCAGATCTGCCACGTA + 621 (as) análisis Southern 
GLS-11 CCAGCATTCCTTCACCACCT + 493 (s) qRT-PCR 
GLS-12 GGCGTGTGTGGTAAAGATCG + 758 (as) qRT-PCR 
GBE-1 AAGACAGCAACGAGCGGTAG - 1174 (s) interrupción génica 
GBE-2 ggctccagcgcctgcaccagctccTCAAAGTTGAATTGAAAATACGAC - 0 (as) interrupción génica 
 
  
 
Tabla 5. Continuación. 
Oligo Secuencia (5´→ 3´) Posición al ATG Uso experimental 
GBE-3 aagagtcaccggtcactgtacagaGTATGGAAGATGAGAGATGGAA + 2513 (s) interrupción génica 
GBE-4 CATTCTGAGGGGGAAGATGC + 3628 (as) interrupción génica 
GBE-5 GGATGATACAAAGCGGAGCG - 1097 (s) interrupción génica 
GBE-6 ACCTGTGTGCTGCTGAGTTC + 3569 (as) interrupción génica 
GBE-ADP GTCGTATTTTCAATTCAACTTTGAgg
agctggtgcaggcgctggagcc + 1918 (s) interrupción génica 
GBE-HYG TTCCATCTCTCATCTTCCATACtctgta
cagtgaccggtgactctt - 882 (s) interrupción génica 
GBE-7 CGACATGGGGGATCTGATACT - 662 (s) análisis Southern 
GBE-8 GAAGTGAGACACAATCGAGGG - 124 (as) análisis Southern 
GBE-9 TCCAGCCTCCGAGACATACAA + 772 (s) análisis Southern 
GBE-10 CGGAAACCGTCGAATTGGTAC + 1302 (as) análisis Southern 
GBE-11 GCTATTCAACTACGGCCACC + 1212 (s) qRT-PCR 
GBE-12 AGCCTCCTCGTCAACATCTG + 1455 (as) qRT-PCR 
GBE-13 TTGTCTACCGTGAATTGGCCG + 383 (s) secuenciación 
GBE-14 TTGTATGTCTCGGAGGCTGGA + 793 (as) secuenciación 
GDB-1 AGAACAAGAGCCGCACACGG - 1233 (s) interrupción génica 
GDB-2 tttacccagaatgcacaggtacacttgtttGATGAGAGAAGAGAAGAGCGG - 0 (as) interrupción génica 
GDB-3 tggtcgttgtaggggctgtattaggtctcgAAGAGGAGGAAGTGATGGTGG + 4851 (s) interrupción génica 
GDB-4 TTGTTCTCGTTGTCGGCATCG + 6135 (as) interrupción génica 
GDB-5 CGGCTTGCACTCGTATTCTGT - 1106 (s) interrupción génica 
GDB-6 AAGAAGGACCGCCAGACTCAT + 6067 (as) interrupción génica 
GDB-7 TGACTGTATCTAACGGACTCG - 788 (s) análisis Southern 
GDB-8 TTCGGTTCAGGGATCTTGGAT - 240 (as) análisis Southern 
GDB-9 GGCAGTCAAAGTCTTCTCTCA + 1096 (s) análisis Southern 
GDB-10 GAATGGGAGTTGAGTGACAGT + 1800 (as) análisis Southern 
GDB-11 GCCCAAGGTGATGAGTTTCG + 189 (s) qRT-PCR 
GDB-12 GATTGACAAGGCAGGCAACG + 572 (as) qRT-PCR 
GPH-1 TTCCTTACCGGCTGTCACCA - 49 (s) interrupción génica 
GPH-2 tttacccagaatgcacaggtacacttgtttGTATCCATATTAGCTGTGCTTG + 1007 (as) interrupción génica 
GPH-3 tggtcgttgtaggggctgtattaggtctcgAGATTCACAGAGAGGCGTGG + 3130 (s) interrupción génica 
GPH-4 TGGCTTCACAACACGAGCGT + 4258 (as) interrupción génica 
GPH-5 TGAACAGCAGCGTTTGCCCA + 8 (s) interrupción génica 
GPH-6 AACCCAGCAGAACCAACCCT + 4150 (as) interrupción génica 
GPH-7 GTTTCGGTCCTAGTGAGATCA +130 (s) análisis Southern 
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Tabla 5. Continuación. 
Oligo Secuencia (5´→ 3´) Posición al ATG Uso experimental 
GPH-8 GCAGCTCACATTAGCAAGGTA + 689 (as) análisis Southern 
GPH-9 AAGGGTTGTGAGATCGTTCCA + 1082 (s) análisis Southern 
GPH-10 GCAGCACAGTATGATTGGTGT + 1613 (as) análisis Southern 
GPH-11 TCCAGCTCAACGATACCCAC + 1423 (s) qRT-PCR 
GPH-12 GCAAGTGTCGAGGTAGAAGG + 1673 (as) qRT-PCR 
AMY1-1 GGAGGATACCACGGATACTG + 316 (s) qRT-PCR 
AMY1-2 GTCGCAAGGAGTGTGGTATG + 620 (as) qRT-PCR 
GMY1-1 TACACCTCCACAGCCAACGA + 654 (s) qRT-PCR 
GMY1-2 GAGGAGCGATGTTGGAGTAG + 969 (as) qRT-PCR 
GMY2-1 TCATCTCCAAAGAGGCCGAC + 91 (s) qRT-PCR 
GMY2-2 CGACCTTGCGTTGAAGAGAC + 363 (as) qRT-PCR 
AGL1-1 TTCACATCCGCTACCCATCC + 153 (s) qRT-PCR 
AGL1-2 ACCGACATGGAACGTCTTGC + 438 (as) qRT-PCR 
TPS1-1 ATGTCTTCTGGAGGTCTTGTC + 114 (s) qRT-PCR 
TPS1-2 CTCGTCGAATGTAATCTCACC + 419 (as) qRT-PCR 
TPS2-1 ACGGCAGCTTTATGAAACACC + 2200 (s) qRT-PCR 
TPS2-2 GCCAATCTATAATGCCAGGTC + 2421 (as) qRT-PCR 
TPS3-1 ACGCAAGAGCACAAGACACC + 2656 (s) qRT-PCR 
TPS3-2 CAGGAGTCAAGAGAAGCGAG + 2934 (as) qRT-PCR 
atg8-1 AGATAGAAAGGATACGACGATCA -1922 (s) 
interrupción génica / 
complementación 
atg8-2 gaatgcacaggtacacttgtttAAGTTGTAGAGGCGGTAAGAGT -41 (as) interrupción génica 
atg8-3 aggggctgtattaggtctcgAGAATGATGAAGGCGTTACGGT  + 596 (s) interrupción génica 
atg8-4 CGGCCTCGCTCACTCAACTA + 2279 (as) interrupción génica / 
complementación 
atg8-5 TTGCGAGTGCCAGGATGCGA -1879 (s).. interrupción génica / fusión 
atg8-6 AGGAAGCTCAAGCCAATCTCAT + 2069 (as) 
interrupción génica / 
fusión 
atg8-7 GCTGGGTACAGAGGGGTGG + 1484 (s) análisis Southern 
atg8-8 GTTCTTGATGTTGGCTGTGGTA + 2004 (as) análisis Southern 
atg8-9 AGCAAGTTCAAGGACGAGCAT +7 (s) análisis de trasnformantes 
atg8-10 CGCCGGAGTAGGTAATGTATA +534 (as) análisis de trasnformantes 
atg8-11N  catgcatATGCGCAGCAAGTTCAAGGAC +1 (s) fusión GFP::atg8 
atg8-12X  ccccgggTTACTCCCAAGCATCACCGAAG +563 (as) fusión GFP::atg8 
 
  
 
Tabla 5. Continuación. 
Oligo Secuencia (5´→ 3´) Posición al ATG Uso experimental 
atg8-17E  ggaattcTTGCGAGTGCCAGGATGCGA -1879 (s) fusión GFP::atg8 
atg8-18E  ggaattcGTTGACAGTGGTGGTTGATAAG -1 (as) fusión GFP::atg8 
gfp-atg8-5E ggaattcATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC +1 (s) fusión GFP::atg8 
tgpda-1 AATAGTGGTGAAATTGATCG + (as) fusión GFP::atg8 
 
1.5. Vectores de clonación 
Los vectores de clonación universal usados se detallan en la siguiente 
tabla: 
Tabla 6. Vectores de clonación. 
Plásmido Características Referencias 
pGem®-T 
Derivado de pGem®-5Zf(+), linearizado con la enzima Eco 
RV y con una Timina en cada extremo 3´. Permite la 
clonación de fragmentos de PCR con Adenina en sus 
extremos. Confiere resistencia a ampicilina 
Promega 
pAN7-1 Portador del gen hph bajo el control del promotor del gen gpdA y el terminador del gen trpC de A. nidulans 
(Punt et al. 
1987) 
pAN8-1 
Portador del gen de resistencia a fleomicina bajo el control 
del promotor del gen gpdA y el terminador del gen trpC de 
A. nidulans clonados en pUC18 Eco RI-Sal I 
(Mattern et 
al. 1988) 
pDNat Portador del gen nat1 bajo el control del promotor del gen trpC de A. nidulans  
(Hoff et al. 
2010) 
p1902 Portador del gen gfp bajo el control del promotor y terminador del gen gpdA de A. nidulans 
Dr. M.A. 
Peñalva, 
CIB-CSIC 
 
1.6. Programas informáticos y páginas webs 
Los programas informáticos y las páginas webs usados para el 
desarrollo de este trabajo se detallan en la siguiente tabla: 
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Tabla 7. Programas informáticos y páginas webs usados en este trabajo. 
Programas informáticos 
Programa Detalles Aplicación 
Adobe 
illustrator CS3 
Adobe systems Incorporated 
(v13.0.0) Elaboración y tratamiento de figuras 
Adobe 
photoshop 
CS3 
Adobe systems incorporated 
(v10.0) Edición de imágenes 
AxioVision Rel.4.8. Captura y edición de imágenes de 
microscopio 
Bioedit Tom Hall 1997-2007 (v7.0.9.0) 
Edición de alineamientos de 
secuencias 
Image 
Reader LAS-
3000 
Fuji Photo Film Co. 2002-
2004 (v2.0) 
Captura de imágenes obtenidas tras 
revelado mediante detección 
quimiluminiscente con LAS-3000 
GraphPad 
Prism 
GraphPad Software, Inc. 
1992-2007 (v5.00) Elaboración de gráficos 
Kodak 1D 
Image 
Análisis 
Kodak Scientific Imaginf 
System 1994-2000 (v3.5.4) 
Captura de imágenes fotográficas de 
geles de agarosa 
Oligo Molecular Biology Insights, Inc. (v7.54) Diseño y análisis de oligonucleótidos 
SeqBuilder DNAstar Lasergene (v. 7.0.0) Edición y análisis de secuencias 
nucleotídicas o proteicas 
SeqMan DNAstar Lasergene (v7.0.0) Ensamblaje de secuencias de ADN en Contigs y gestión de éstos 
SPSS IBM SPSS Statistics 19 Análisis estadísticos de resultados 
Zen 2 lite  Captura y edición de imágenes de 
estereomicroscopio 
Páginas webs 
Nombre Dirección Aplicación 
National 
Center for 
Biotechnology 
Information 
(NCBI) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
Análisis y comparación de secuencias 
nucleotídicas o proteícas análogas 
usando el algoritmo BLAST (Blastn, 
Blastp, Blastx, tBlastx) 
Broad 
Institute 
Fusarium 
Comparative 
Database 
http://www.broadinstitute.org 
Búsqueda de secuencias nucleotídicas 
o proteícas  usando el algoritmo 
BLAST (Blastn, Blastp, Blastx, tBlastx) 
 
  
 
1.7. Equipos científicos utilizados 
El equipamiento científico usado para este trabajo se resume en la 
siguiente tabla: 
Tabla 8. Aparatos utilizados. 
Aparatos Aplicación 
Agitador magnético MC-8 Bunsen Homogenizar muestras de gran volumen 
Autoclave Presoclave P-Selecta Esterilización de materiales y medios 
Balanza LE225D Sartorius Pesar compuestos y muestras  
Balanza precisión Cobos Pesar compuestos y muestras  
Cámara Thoma Conteo microscópico de esporas 
Centrífuga J2-HS Beckman Centrifugación de muestras (50-200 ml) 
Centrífuga MiniSpin Eppendorf Centrifugación de muestras (1.5-2 ml) 
Escáner Perfection 4490 Photo Epson Escanear imágenes 
Espectrofotómetro ND-1000 NanoDrop® Determinación de absorbancia y para la 
cuantificación de ácidos nucleicos 
Estereomicroscopio Zeiss Lumar V12 Obtención de imágenes 
Estación de hibridación Oven/Shaker 
SI20H Stuart Scientific  Hibridación de membranas (Southern) 
Fluorímetro SPECTRAFluor Plus Tecan Determinación de absorbancia en placas 
microtiter de 96 pocillos 
Homogenizador MINI BEADBEATER-8 
BiosPEC 
Homogenización de muestras usando 
bolas de vídrio (GlassBeads) 
Incubador Heraeus (Thermo scientific) Incubación a temperatura variable  
Incubador Infors HT Multitron Standard Incubación en agitación y temperatura 
variable de muestras líquidas 
Liofilizador Virtis Liofilización de muestras 
Máquina fotográfica DC290 ZOOM 
Kodak 
Obtenención de imágenes fotográficas de 
geles de agarosa 
Microscopio Zeiss Axio M2 Dual Cam  Obtención de imágenes de microscopia 
Microscopio Olympus Conteo microscópico de esporas 
pHmetro BASIC 20+ Crison Medición del pH de muestras 
Revelador LAS-3000 Fujifilm Revelado de membranas de hibridación  
SeedVac Savant DNA 120 Concentrator 
Thermo Scientific 
Concentración de muestras mediante 
vacío 
Termobloque ThermoStat Plus 
Eppendorf Incubación de viales (1.5 o 2 ml) 
Termociclador MJ MiniTM Personal 
Thermal Cycler Bio-Rad Amplificación de ADN mediante PCR 
Termociclador iCycler iQ real-time PCR 
system Bio-Rad 
Cuantificación de la expresión génica 
mediante RT-PCR cuantitativa 
Vortex MS2 Minishaker IKA® Homogeniación de muestras  
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2. Crecimiento y mantenimiento de microorganismos  
2.1. Bacterias 
La bacteria Escherichia coli se cultivó a 37 ºC, con agitación (250 rpm) 
si se trataba de medio líquido, y en estufa si era en medio sólido, con el 
antibiótico de selección ampicilina para estirpes portadoras de plásmidos con el 
gen de resistencia. 
La conservación de estirpes bacterianas durante largos períodos de 
tiempo se llevó a cabo a -80 ºC en medio LB con 30% glicerol (v/v). Para períodos 
muy cortos se mantuvieron a 4 ºC, tanto en medio LB como en medio LA. 
2.2. Fusarium oxysporum 
Los cultivos del hongo se incubaron a 28 ºC. En medio líquido, la 
incubación se realizó con agitación orbital (170 rpm). Al medio se le añadió 
higromicina o fleomicina para la selección y cultivo de estirpes resistentes. 
Para la conservación de las estirpes, se recogieron esporas de un cultivo 
de 3-5 días en medio PDB. Para ello, se filtró a través de nailon (Monodur, 
diámetro de poro de 10-15 µm) para separar el micelio, que se secó con papel 
de filtro y se conservó a -80 ºC hasta su utilización, y el filtrado con las esporas 
se centrifugó a 12000 g durante 10 minutos. A continuación se resuspendió el 
precipitado en agua destilada estéril y se almacenó a -80 ºC con 30% glicerol 
(v/v). Esta suspensión se utilizó como inóculo en experimentos posteriores. 
2.3. Plantas 
Las semillas se esterilizaron sumergiéndolas en 20% hipoclorito sódico 
comercial (v/v) durante 30 minutos seguidos de 3 lavados con abundante agua 
de 10 minutos. Una vez sembradas en vermiculita humedecida, se incubaron en 
cámaras de crecimiento con tubos fluorescentes (36 W, fotoperiodo de 14 horas 
de luz y 10 horas de oscuridad) a una temperatura de 28 ºC. Los ensayos de 
infección se realizaron con plantas de aproximadamente 14 días, con el primer 
par de hojas verdaderas. Para llevar a cabo la infección, las raíces se 
introdujeron en una dilución de esporas frescas del hongo. 
  
 
3. Aislamiento de ácidos nucleicos 
3.1. Extracción de ADN plasmídico de E. coli con CTAB 
El protocolo utilizado está basado en el descrito por Murray y Thompson 
(Murray & Thompson 1980), con algunas modificaciones.  
Se partió de un cultivo estacionario de la estirpe portadora del plásmido 
crecido en 5 mL de medio LB con la selección apropiada. Se centrifugaron 3 mL 
de este cultivo durante 2 minutos a 13.000 rpm y tras retirar el sobrenadante, las 
células se resuspendieron en 200 µL de STET(1). A continuación, se añadieron 4 
µL de lisozima (50 mg/mL) para provocar la lisis celular y 2 µL de ribonucleasa 
A (ARNasa) (10 mg/mL) para eliminar el ARN contaminante, y se incubó a 
temperatura ambiente durante 10 minutos. Seguidamente, la muestra se calentó 
a 100 ºC durante 45 segundos y se centrifugó durante 10 minutos a 13000 rpm. 
Los restos celulares, que quedaron en el fondo del tubo con aspecto mucoso, se 
retiraron con un palillo de dientes esterilizado. Se añadieron 10 µL de solución 
CTAB(2) al sobrenadante resultante para precipitar el ADN y se incubó a 
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de centrifugar durante 10 
minutos a 13000 rpm, se retiró el sobrenadante y se añadieron 300 µL de una 
solución 1,2 M NaCl y 750 µL de 100% etanol frío. Se homogenizó la muestra y 
se centrifugó durante 10 minutos a 13000 rpm. El precipitado se lavó con 70% 
etanol (v/v), se secó y se resuspendió en 20 µL de agua desionizada estéril. 
(1)solución STET: 8% sacarosa (p/v); 0,1% Tritón X-100 (v/v); 50 mM EDTA y 50 mM Tris-HCl pH 
8.0. 
(2)solución CTAB: 5% bromuro de hexadeciltrimetilamonio (p/v). Mantener a 37 ºC para evitar que 
precipite.  
3.2. Extracción de ADN de F. oxysporum 
Método del CTAB 
Para purificar ADN genómico (ADNg) se utilizó el micelio del hongo 
cultivado durante 3-4 días. Se siguió el protocolo de extracción rápida con CTAB 
descrito por (Torres et al. 1993) con modificaciones. Se pulverizaron 100 mg de 
micelio usando un mortero y nitrógeno líquido y se resuspendió en 1 mL de 
tampón de extracción CTAB(1). A continuación se añadieron 4 µL de β-
mercaptoetanol y 500 µL de una solución cloroformo:octanol (2ww24:1, v/v) y se 
volvió a homogenizar antes de incubar a 65 ºC durante 30 minutos. 
Posteriormente, la muestra se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 
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minutos y se centrifugó 5 minutos a 13000 rpm. Al sobrenadante obtenido se le 
añadió 1 ml de etanol puro frío y se incubó a -20 ºC durante 10 minutos, tras lo 
cual el ADN se precipitó haciéndose visible con aspecto de maraña blanquecina. 
El ADN se recogió con una varilla de vidrio, y se lavó sucesivamente con etanol 
puro y etanol al 75% (v/v). Por último, se resuspendió en 50 µL de agua 
desionizada estéril con 4 µL de ARNasa (10 mg/mL) y se incubó a 37 ºC durante 
al menos 30 minutos. 
(1)Tampón de extracción CTAB: 12,1 g/L Trizma base; 7,44 g/L EDTA; 81,8 g/L NaCl y 20 g/L 
bromuro de hexadeciltrimetilamonio. Para disolver, calentar a 60 ºC y ajustar a pH 8,0 con NaOH. 
Llevar a 100 mL y almacenar a 37 ºC para evitar que precipite. 
Método de rotura con bolas de vidrio (Glass Beads) 
Para la purificación de ADNg por el método “Glass Beads” se utilizó el 
micelio obtenido de una colonia de 1 cm2 del hongo en medio sólido. Este método 
requiere el uso de pequeñas bolas de cristal de 425-600 µm de diámetro estériles 
(Glass Beads, Sigma). En un tubo estéril se añadieron aproximadamente 0.3 g 
de Glass Beads, 500 µL de tampón de lisis(1) y el micelio. Las muestras se 
agitaron en un vortex durante 1 minuto. Posteriormente se centrifugó 2 minutos 
a 13000 rpm, tras lo cual el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo, al que 
se añadió 275 µL de una solución 7 M de Acetato de Amonio pH 7.0. A 
continuación las muestras se incubaron 5 minutos a 65 ºC y otros 5 minutos en 
hielo para finalmente añadir 500 µL de cloroformo y ser homogenizadas en un 
vortex. Tras una nueva centrifugación de 3 minutos a 13000 rpm la fase superior 
obtenida se transfirió a un nuevo tubo a que se le añadió 1 mL de isopropanol y 
de nuevo se homogenizó para, a continuación, incubar 5 minutos a temperatura 
ambiente y centrifugar 5 minutos a 13000 rpm. El ADN se lavó dos veces 
añadiendo 1 mL de etanol al 70% (v/v), centrifugando 5 minutos a 13000 rpm y 
eliminando el sobrenadante. Finalmente las muestras se secaron en un 
SpeedVac y resuspendieron en 50 µL de agua desionizada estéril. Por último, 
se añadieron 4 µL de ARNasa (10 mg/ml) y se incubó a 37 ºC durante al menos 
30 minutos. 
(1)Tampón de lisis: 100 mM Tris pH 8,0; 50 mM EDTA; 1% SDS. 
3.3. Extracción de ARN 
Extracción de RNA de F. oxysporum 
  
 
La extracción de ARN se realizó a partir de micelio obtenido en las 
condiciones adecuadas para cada experimento. Las germínulas obtenidas se 
recogieron a través de un filtro (Monodur) donde quedaban retenidas y se 
pulverizaron en nitrógeno líquido 100 mg de micelio con ayuda de un mortero. A 
continuación, se resuspendieron con la ayuda de un vortex en 1 mL de Tripure 
Isolation Reagent (Roche) y se centrifugó a 4 ºC, durante 10 minutos y 13000 
rpm. El sobrenadante se transfirió a un vial nuevo y se incubó en hielo durante 5 
minutos, para permitir la disociación de los complejos nucleoprotéicos. Se 
añadieron 200 µL de cloroformo y se homogenizó vigorosamente durante 15 
segundos y se incubó en hielo durante 15 minutos. Después de centrifugar a 4 
ºC durante 15 minutos a 13000 rpm, la solución se separó en tres fases, de las 
cuales, la fase superior, acuosa e incolora, se transfirió a un vial con 500 µL de 
isopropanol. Se mezcló por inversión y se incubó en hielo durante 10 minutos, 
tras lo cual, se centrifugó a 4 ºC durante 10 minutos y 13000 rpm, para recoger 
el ARN precipitado. Se desechó el sobrenadante y se lavó el precipitado con 1 
mL de 75% etanol (v/v). Finalmente, se centrifugó a 4 ºC durante 5 minutos y a 
8000 rpm, se secó en un SpeedVac, se resuspendió en 50 µL de agua libre de 
ARNasas y se incubó a 65  ºC durante 10-15 minutos. El ARN obtenido se 
conservó a -80 ºC. 
Extracción de ARN de plantas infectadas 
La purificación de ARN a partir de raíces o tallos de plantas infectadas 
se llevó a cabo utilizando el kit comercial RNeasy Plant Mini kit (Qiagen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Con ayuda de un mortero y nitrógeno 
líquido, se pulverizaron 100 mg de raíces o tallos de plantas infectadas y el polvo 
resultante se añadió a un vial con tampón de lisis. A continuación se eliminaron 
los restos celulares por filtración y centrifugación en columna suministrada en el 
kit, y se añadió etanol 100% y tampón de adhesión para que el ARN se adhiriera 
a la membrana utilizada. Después de varios lavados, el ARN se eluyó en un 
volumen de 35 µL de agua desionizada estéril y se conservó a -80 ºC. 
4. Manipulación de ácidos nucleicos 
4.1. Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa 
La separación e identificación de moléculas de ADN y ARN se realizó 
mediante electroforesis en geles de agarosa disuelta en tampón TAE(1). La 
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concentración de agarosa varió en función del tamaño de los fragmentos a 
separar, oscilando entre 0,7 y 2% (p/v). Para visualizar los ácidos nucleicos por 
trans-iluminación con luz ultravioleta, se añadió bromuro de etidio (0,5 µg/mL). 
Cada muestra se mezcló con tampón de carga(2) para geles de agarosa en 
proporción 4:1 (v/v). La electroforesis se realizó en cubetas horizontales con 
tampón TAE, a un voltaje constante de 1-4 V/cm. 
El tamaño de los fragmentos de ADN se estimó por comparación con el 
marcador de tamaño 1 KB plus DNA Marker (Enzimax), que contiene fragmentos 
desde 75 pb a 20 kb. 
(1)Tampón TAE: 40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA pH 8.0. 
(2)Tampón de carga: 0,25% azul de bromofenol (p/v); 0,25% azul de xilencianol (p/v) y 40% sacarosa 
(p/v) en 5 x TAE. 
4.2. Recuperación de fragmentos de ADN de geles de agarosa 
La purificación de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizó 
empleando el kit comercial GENECLEAN® Turbo kit (MP), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Las soluciones incluidas en el kit proporcionan 
la concentración salina y el pH adecuado para la unión del ADN a la membrana 
de sílice y su posterior elución en condiciones básicas. 
4.3. Tratamientos enzimáticos de ácidos nucleicos 
Tratamientos con endonucleasas de restricción 
Las enzimas de restricción empleadas para los tratamientos fueron 
suministradas por Roche o Fermentas. Los tratamientos del ADN con una única 
enzima de restricción se realizaron en el tampón y a la temperatura de incubación 
recomendados por el fabricante. Se emplearon 100 ng/µL de ADN plasmídico y 
1-2 unidades de enzima por microgramo de ADN, sin superar nunca el 10% del 
volumen total. En el caso de los tratamientos de ADNg para análisis Southern, 
se trataron 1-2 µg de ADNg con cada enzima. Las incubaciones se llevaron a 
cabo a la temperatura óptima de la enzima durante 1-3 horas. Las enzimas de 
restricción se inactivaron según las instrucciones del fabricante, generalmente 
por choque térmico. 
Clonación de fragmentos de ADN  
La unión de fragmentos de ADN a vectores linealizados se llevó a cabo 
utilizando la enzima ADN ligasa del fago T4 (Roche), utilizando normalmente una 
  
 
relación molecular 3:1 de inserto y vector, siguiendo las indicaciones del 
fabricante. 
Normalmente, para clonar fragmentos de ADN amplificados por PCR, se 
empleó el kit comercial pGEM®-T Vector System (Promega) o el kit pSparK® I 
DNA cloning system (Canvax), siguiendo las instrucciones del fabricante. De 
manera rutinaria, antes de la clonación los fragmentos se precipitaron con 
acetato de amonio y etanol puro, o bien, se purificaron utilizando el Kit comercial 
GENECLEAN®. 
4.4. PCR 
PCR estándar 
Para la amplificación de fragmentos de ADN se emplearon polimerasas 
termoestables (BIOTAQTM DNA polymerase de Bioline o Expand High Fidelity 
PCR System de Roche), en las condiciones de reacción indicadas en las 
instrucciones de uso del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo con 300 
nM de cada uno de los dos cebadores empleados, la concentración de MgCl2 
adecuada, 0.2 mM de cada dNTP y 0.05 U/µL de polimerasa. La cantidad de 
ADN molde empleada fue aproximadamente de 5-20 ng/µL de genómico o 1-2 
ng/µL de plasmídico. Las condiciones en las que se llevaron a cabo las 
reacciones de amplificación se detallan en la siguiente tabla: 
Tabla 9. Condiciones PCR estándar. 
Etapa Temperatura Tiempo Número de ciclos 
Desnaturalización inicial 94º C 5 min 1 
Desnaturalización 94º C 35 s 
35 Unión del cebador Tm(1) 35 s 
Extensión 72ºC / 68º C(2) Variable(3) 
Extensión final 72ºC / 68º C(2) 7-10 min 1 
  16ºC Indefinido  
(1) Tm es la temperatura de unión de los cebadores al molde. 
(2) Cuando se empleó la Expand High Fidelity y el Text fue mayor a 3 minutos la temperatura fue 
68ºC. 
(3)
 El tiempo de extensión dependerá del tamaño del amplicón, normalmente: 1 minuto/kb. 
Transcripción inversa del ARN (RT-PCR) 
A. Eliminación de restos de ADN en muestras de ARN 
En primer lugar, el ARN purificado se trató con el kit DNase I de 
Fermentas que incluye tratamiento con ADNasa durante 30 minutos a 37 ºC, a 
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razón de 0,1 µg/µL de ARN y 0,1 U/µL de enzima. Para detener esta reacción se 
incubó la mezcla a 65 ºC durante 10 minutos, añadiendo EDTA a concentración 
final 2,5 mM para prevenir la hidrólisis del ARN durante el calentamiento. 
B. Síntesis de ADN copia (ADNc) 
Para la síntesis de ADN copia, el ARN tratado con ADNasa se sometió 
a una transcripción inversa usando el kit M-MLV (“Moloney Murine Leucemia 
Virus” Reverse Transcriptase) de Invitrogen. En un volumen final de 40 µL se 
mezclaron 2 µg de ARN total con 200 pmol de oligo-dT y 0.8 mM de dNTPs y se 
calentó a 65 ºC durante 5 minutos. A continuación, la muestra se mantuvo en 
hielo y se añadieó, 1 x tampón First Strand Buffer (kit M-MLV, Invitrogen), 4 U/µL 
del inhibidor de ARNasas RNasin® Plus RNase Inhibitor (Promega) y 5 mM de 
Ditiotreitol (DTT) (kit M-MLV, Invitrogen). A continuación, se incubó a 37 ºC 
durante 2 minutos y, transcurrido ese tiempo, se añadió la transcriptasa inversa 
(10 U/µL). Se incubó la reacción a 37 ºC durante 50 minutos y finalmente se 
calentó a 70 ºC durante 15 minutos, para inactivar la enzima. 
Análisis de expresión génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real 
La expresión de genes de F. oxysporum durante la colonización de 
plantas de tomate o tras inducción en medios adecuados fue detectada mediante 
PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). Para ello, se amplificó el ADN copia 
obtenido a partir de ARN de raíces o tallos de plantas infectadas, o de micelio 
obtenido tras inducción del hongo con las parejas de oligonucleótidos apropiadas 
(Tabla 10), obteniéndose amplicones de entre 160 y 300 pb. 
Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado (3 repeticiones 
técnicas a partir de los ADNc de 3 réplicas biológicas). Cada amplificación se 
llevó a cabo en placas de 96 pocillos (Bio-Rad) con un equipo iCycler iQ real-
time PCR System (Bio-Rad). Por cada reacción se añadieron 7,5 µL de iQ SyBR 
Green Supermix (Bio-Rad), 6,9 µL de ADNc diluido en agua desionizada estéril 
(1:1) y 300 nM de cada oligonucleótido en un volumen final de 15 µL. Para cada 
réplica técnica se usaron alícuotas de una misma mezcla. Las condiciones de 
amplificación se detallan en la siguiente tabla: 
  
  
 
 
Tabla 10. Condiciones de amplificación de la PCR en tiempo real para la cuantificación de expresión 
génica. 
Etapa Temperatura Tiempo Número de ciclos 
Desnaturalización inicial 94ºC 5 minutos 1 
Desnaturalización 94ºC 30 segundos 
40 
Unión del cebador 62ºC 30 segundos 
Extensión 72ºC 45 segundos 
Determinación de 
fluorescencia 80ºC 20 segundos 
Para analizar los productos obtenidos tras la PCR se realizaron las 
curvas de desnaturalización (curvas de Melting). Para ello se programó el equipo 
para aumentos de 0,5 ºC cada 5 segundos, comenzando a los 55 ºC hasta 
alcanzar los 95 ºC, determinándose la fluorescencia tras cada aumento de 
temperatura. 
Los niveles relativos de productos de qRT-PCR se determinaron usando 
el método ∆∆Ct (Livak & Schmittgen 2001, Pfaffl 2001), siendo los valores Ct 
normalizados según el valor Ct obtenido para el gen actina usado como gen de 
referencia endógena. Para ello se aplicó la ecuación: 
 
Expresión relativa (Re) = 2– (Ctgen – Ctact) 
 
En los ensayos de expresión de genes de distintas estirpes la expresión 
relativa se calculó referida a la expresión observada en la estirpe silvestre 
mediante la ecuación: 
 
Expresión relativa (Re) = 2– [(Ctgen – Ctact)mutante-(Ctgen – Ctact)silvestre] 
Como controles negativos se utilizaron plantas no inoculadas y/o 
reacciones sin ADNc.  
PCR de marcaje 
Para los análisis de hibridación Southern se generaron sondas de ADN 
marcadas con digoxigenina empleando DIG DNA Labeling Mix (Roche), una 
mezcla que contiene digoxigenina-dUTP y dNTPs. Para obtener una sonda 
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marcada se realizó una PCR estándar en la que se sustituyeron los dNTPs por 
DIG DNA Labeling Mix. 
PCR de fusión 
Las construcciones utilizadas para la interrupción de genes de F. 
oxysporum se obtuvieron mediante PCRs de fusión, en las cuales se usaron 
como molde dos fragmentos obtenidos previamente portadores de regiones 
solapantes, y se prescindió del uso de cebadores. El resto de componentes 
corresponden a una PCR estándar, utilizando siempre Expand High Fidelity, en 
las condiciones que se detallan en la siguiente tabla: 
Tabla 11. Condiciones para la PCR de fusión. 
Etapa Temperatura Tiempo Número de ciclos 
Desnaturalización 
inicial 94ºC 5 minutos 1 
Desnaturalización 94ºC 45 segundos 
35 Unión del cebador 60ºC 2 minutos 
Extensión 68ºC Variable(1) 
Extensión final 68ºC 10 min 1 
  16ºC Indefinido  
(1)
 El tiempo de extensión dependerá del tamaño del amplicón, normalmente: 1 minuto/kb. 
 
4.5. Precipitación del ADN 
La precipitación del ADN se llevó a cabo bien para eliminar el tampón, la 
polimerasa y los dNTPs de una PCR, o bien, cuando fue necesario concentrar el 
ADN a un volumen menor (fragmentos de PCR o ADNg). 
Precipitación rutinaria de ADN 
La precipitación rutinaria de ADN se llevó a cabo añadiendo 1:10 parte 
de una solución 3 M de acetato de sodio y tres volúmenes de 100% etanol frío. 
Se incubó a -20 ºC durante 30 minutos y, se centrifugó durante 30 minutos a 
13000 rpm. Después de eliminar el sobrenadante, se lavó dos veces con 70% 
etanol (v/v) y, por último, se resuspendió en el volumen deseado de agua 
desionizada. 
Precipitación de sondas marcadas con digoxigenina 
La precipitación de sondas marcadas se realizó añadiendo 10% de una 
solución 8 M de cloruro de litio (v/v) y 3 volúmenes de 100% etanol frío. Se incubó 
  
 
a -20 ºC durante 30 minutos y se centrifugó durante 30 minutos a 13000 rpm. 
Posteriormente se lavó con 70% etanol (v/v) y se resuspendió en 10 µL de agua 
desionizada. 
4.6. Hibridación y detección de ácidos nucleicos 
Transferencia y fijación de ADN a membranas de nailon para análisis 
Southern 
Para los análisis Southern, el ADNg se trató con endonucleasas de 
restricción y los productos resultantes se sometieron a electroforesis en geles de 
agarosa al 0.7%. Una vez terminada la electroforesis, se fotografió el gel y se 
trató para la desnaturalización del ADN y su posterior hibridación. Los 
tratamientos del gel se llevaron a cabo a temperatura ambiente y con agitación 
suave. Primero se sometió a una depurinización ácida (hidrólisis parcial) 
sumergiendo el gel en 0,25 N HCl durante 15 minutos en dos lavados 
consecutivos. A continuación, se realizó una desnaturalización alcalina en 0,5 N 
NaOH; 1,5 M NaCl, durante 15 minutos dos veces consecutivas. Finalmente, se 
neutralizó el ADN sumergiendo el gel en una solución 0,5 M Tris pH 7,5; 1,5 M 
NaCl durante 30 minutos en dos lavados consecutivos. A continuación el ADN 
se transfirió a una membrana de nailon cargada positivamente (Roche) por 
capilaridad en tampón 10 x SSC(1)  durante 12 horas a temperatura ambiente. 
Finalmente, la fijación del ADN a la membrana se realizó a 80 ºC durante 90 
minutos. 
(1)Tampón 10 x SSC: 1,5 M NaCl y 0,15 M citrato sódico pH 7,0. 
Prehibridación e hibridación 
Para los análisis Southern la membrana con el ADN fijado se prehibridó 
mediante incubación a 50 ºC durante un mínimo de 30 minutos con 0,3 mL/cm2 
de membrana de tampón DIG Easy Hyb Granules (Roche) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
La hibridación se realizó a 50 ºC durante 12-14 horas con solución de 
hibridación (1) a razón de 0,3 mL/cm2 de membrana. Previamente, la sonda se 
desnaturalizó a 100 ºC durante 10 minutos y se enfrió rápidamente en hielo 
durante 5 minutos. Tras su uso, tanto la solución de prehibridación como la de 
hibridación se conservaron a -20 ºC para su posterior reutilización hasta un 
máximo de tres veces. 
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(1)Solución de hibridación: Tampón DIG Easy Hyb Granules adicionada con 25 ng/mL de sonda 
bicatenaria marcada con digoxigenina. 
Lavados y detección 
Una vez retirada la solución de hibridación, los filtros se lavaron dos 
veces con solución 2 x SSC: 0,1% SDS (v/v) a temperatura ambiente durante 5 
minutos. A continuación, se realizaron otros dos lavados de 15 minutos a 50 ºC 
con una solución de 0,5 x SSC: 0,1% SDS (v/v). Posteriormente se equilibró con 
tampón 1(1) (0,5 mL/cm2 de membrana) a temperatura ambiente durante 5 
minutos, y se bloqueó en tampón 2(2) (1 mL/cm2 de membrana) a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. Se incubó en tampón 2 (0,2 mL/cm2 de membrana) 
con anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (750 U/mL, 
Roche) diluido 1:20000 a temperatura ambiente durante 30 minutos. Antes de la 
detección, la membrana se lavó dos veces con tampón 1 (1 mL/cm2 de 
membrana) conteniendo 0,3% Tween 20 (v/v) durante 15 minutos y se equilibró 
con tampón 3(3) (0,2 mL/cm2 de membrana) durante 5 minutos. 
La detección se llevó a cabo por la acción enzimática de la fosfatasa 
alcalina sobre el sustrato CDP-Star® (Roche) que da una señal luminosa 
detectada por quimioluminiscencia. Para ello, se le añadió una solución con 
CDP-Star® diluido (4) (1 ml/100 cm2 de membrana) y se capturó la imagen emitida 
con la cámara oscura Fujifilm LAS-3000. 
(1)Tampón 1: 0,1 M ácido maleico y 0,15 M NaCl pH 7.5 
(2)Tampón 2: 1% agente de bloqueo de Roche (p/v) en tampón 1. 
(3)Tampón 3: 0,1M Tris-HCl y 0,1 M NaCl pH 9,5. 
(4)Solución CDP-Star®: 1% en tampón 3 (v/v). 
Retirada de sonda y rehibridación 
Cuando fue necesario re-hibridar la membrana, se lavó dos veces con 
agua destilada estéril a temperatura ambiente durante 5 minutos y se incubó dos 
veces con una solución 0,2 M NaOH: 0,1% SDS (p/v) a 37 ºC durante 10 minutos, 
con agitación suave. Por último, se lavó dos veces con una solución 2 x SSC 
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras estos lavados, la membrana 
pudo ser utilizada tras pre-hibridar e hibridar con la nueva sonda 
4.7. Secuenciación de ADN 
La secuenciación de ADN fue realizada en el Servicio de Secuenciación 
Automática, SCAI (Universidad de Córdoba, España) usando el Dyedeoxy 
  
 
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) en un 
aparato ABI Prism 377 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA), 
o en STABVIDA (Portugal), tanto de amplicones obtenidos tras PCR como de 
plásmidos recombinantes. 
5. Transformación genética 
5.1. Transformación de E. coli 
Para obtener y transformar células competentes congeladas se siguió el 
método de (Hanahan 1986), con algunas modificaciones. 
Obtención de células competentes 
Una colonia fresca de E. coli DH5α se inoculó en 5 ml de PSI-b(1) y se 
incubó 12 horas a 37 ºC con agitación. El cultivo estacionario se transfirió a 100 
ml de PSI-b en un matraz de 1 L (precalentado a 37 ºC) y se continuó la 
incubación con agitación vigorosa hasta que la densidad óptica a 550 nm fue de 
0,45-0,5. A continuación, se enfrió en hielo durante 5 minutos y se centrifugó a 
4 ºC durante 5 minutos a 7000 rpm. Seguidamente, las células se 
resuspendieron suavemente en 40 mL de solución Tfb-1(2) fría. Después de 
incubar 5 minutos en hielo, se centrifugaron a 4 ºC durante 5 minutos a 7000 
rpm, se retiró el sobrenadante y se resuspendieron suavemente en 4 mL de 
solución Tfb-2(3) fría. Por último, se enfrió en hielo durante 15 minutos, se 
repartieron en alícuotas de 100 µL en viales previamente enfriados y se 
conservaron a -80 ºC hasta su uso. 
(1)PSI-b: 5 g/L extracto de levadura; 20 g/L triptona y 5 g/L MgSO4 x 7H2O. Ajustar a pH 7.6 con KOH. 
Esterilizar en autoclave. 
(2)Solución Tfb-1: 30 mM acetato potásico pH 6,9; 50 mM MnCl2; 100 mM KCl; 10 mM CaCl2 y 15% 
glicerol (v/v). Esterilizar por filtración. 
(3)Solución Tfb-2: 10 mM MOPS pH 7,0; 75 mM CaCl2; 10 mM KCl y 15% glicerol (v/v). Esterilizar 
por filtración. 
Transformación de células competentes 
Las células competentes se descongelaron incubando en hielo. A 50 µL 
de éstas se les añadió 5 µL de la solución de ADN y se incubaron 30 minutos en 
hielo. Transcurrido este tiempo, las células se sometieron a un choque térmico 
de 42 ºC durante 2 minutos y se dejaron en hielo durante 5 minutos. Para permitir 
la expresión del gen que confiere resistencia a ampicilina, las células 
transformadas se incubaron a temperatura ambiente sin agitación durante 15 
minutos con 100 µL de medio LB. Por último, se sembró toda la mezcla de 
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transformación en placas de medio selectivo, y se incubaron a 37 ºC durante 12-
14 horas. 
5.2. Transformación de F. oxysporum 
Obtención de protoplastos 
Los protoplastos se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por Powell 
y Kistler (Powell & Kistler 1990), con modificaciones.  
Esporas del hongo congeladas con glicerol se inocularon en 100 mL de 
medio PDB y se cultivaron 3-5 días a 28ºC con agitación. Transcurrido este 
tiempo se recogieron las nuevas esporas y 5 x 108 se inocularon en 200 mL de 
medio PDB. Después de 12-14 horas a 28ºC, las germínulas obtenidas se 
recogieron por filtración con un filtro de nailon (Monodur, 10-15 µm) y se lavaron 
con abundante solución OM(1). A continuación, se recogieron con una espátula 
estéril y se resuspendieron en 20 mL de solución OM conteniendo 0,5% (p/v) de 
una mezcla comercial de enzimas líticas de paredes celulares fúngicas 
(Glucanex® de Novozymes). El tratamiento enzimático se prolongó durante 45 
minutos a 30 ºC con agitación muy suave. Transcurrido este tiempo, se 
comprobó la formación de protoplastos mediante observación microscópica cada 
5–10 minutos hasta que el número y la calidad de los protoplastos fueron 
adecuados. A continuación, se filtró la muestra a través de dos filtros de nailon 
(Monodur, 10-15 µm) y se lavó con dos volúmenes de solución STC(2), 
manteniendo los tubos en hielo. Posteriormente, se centrifugó a 4 ºC y a 3000 
rpm durante 15 minutos para recoger los protoplastos obtenidos. Éstos se 
resuspendieron suavemente en 1 mL de solución STC y se determinó su 
concentración, mediante observación al microscopio en una cámara de Thoma. 
Se repartieron en alícuotas de 100 µL a una concentración de 2 x 107 
protoplastos/mL. A continuación, se procedió a su transformación o a su 
almacenamiento a -80 ºC, después de añadirles 10% de solución PEG(3) (v/v) y 
1% de DMSO (v/v). 
 (1)Solución OM: 1,2 M MgSO4; 0,1 M Na2HPO4, pH 5,8-6,0 ajustado con ácido ortofosfórico. 
Esterilizar por filtración. 
(2)Solución STC: 0,8 M sorbitol; 50 mM CaCl2 y 50 mM Tris-HCl, pH 7,5. 
(3)Solución PEG: 60% polietilenglicol 6000 (p/v) en 0,6 M MOPS. 
  
 
Transformación de protoplastos 
Se realizó siguiendo el protocolo descrito por Malardier (Malardier et al. 
1989), con algunas modificaciones. Se mezclaron 1-2 µg de ADN transformante 
con 10 µL de 0,1 M ácido aurintricarboxílico (ATA) (fuerte inhibidor de nucleasas) 
en un volumen final de 60 µL de solución TEC(1), también se preparó un control 
sin ADN. Para experimentos de cotransformación, se añadieron 1,5 µg del ADN 
que confería la resistencia al antibiótico y el doble de ADN de interés. 
La mezcla se incubó en hielo durante 20 minutos, se centrifugó 2 minutos 
a 13000 rpm y el sobrenadante se mezcló suavemente con los protoplastos y, 
de nuevo, se incubó en hielo durante 20 minutos. Seguidamente se añadieron 
160 µL de PEG y se prolongó la incubación a temperatura ambiente durante 15 
minutos, tras los cuales se añadió 1 mL de solución STC. Se centrifugaron 
durante 5 minutos a 3000 rpm y el pellet se resuspendió en 200 µL de solución 
STC. Posteriormente se mezclaron alícuotas de 50 µL con 3 ml de agar de 
cobertera precalentado a 45 ºC, y se sembraron en medio mínimo sólido de 
regeneración. En el caso del control, sin ADN, se realizaron diluciones 10-3 y 10-
4
 en STC, añadiendo 100 µL de cada una a 3 ml de agar de cobertera sembrado 
en medio mínimo de regeneración, con el fin de obtener placas con distintas 
concentraciones de protoplastos y determinar el porcentaje de regeneración y su 
viabilidad. Además, se realizó una dilución 10-4 de la solución control en agua 
desionizada, lo que provoca la desestabilización de los protoplastos y su 
consiguiente muerte, de la cual 100 µL fueron mezclados con el agar de 
cobertera, para determinar el porcentaje de esporas presentes. Un último control 
se realizó mezclando 190 µL de la solución control con 3 mL de agar de 
cobertera, para certificar la ausencia de crecimiento en medio selectivo. Las 
placas con medio sólido se incubaron a 28 ºC. Para la selección con higromicina 
B, se incubaron durante 14 horas, y para la selección con fleomicina, durante 90 
minutos. Transcurrido este tiempo, se añadieron 3 mL de agar de cobertera con 
el antibiótico de selección, 2 mg de higromicina B o 0,2 mg de fleomicina, excepto 
en los controles de regeneración y en el control de esporas. Por último, se 
incubaron a 28 ºC hasta la aparición de colonias con fenotipo transformante. 
Los transformantes obtenidos se transfirieron a medio selectivo, donde 
se cultivaron como paso previo a la obtención de colonias puras (originadas a 
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partir de una única espora). Posteriormente, los transformantes obtenidos fueron 
confirmados mediante amplificación selectiva por PCR y por análisis Southern. 
(1)Solución TEC: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA y 40 mM CaCl2. 
Inactivación dirigida de genes 
La deleción de genes de F. oxysporum f. sp. lycopersici se llevó cabo 
mediante reemplazamiento génico dirigido usando la técnica Split Marker (Catlett 
et al. 2003). Para ello, en cada transformación se utilizaron dos fragmentos de 
ADN solapantes (Figura 10). Uno de los fragmentos contenía la secuencia 
promotora del gen diana, obtenida tras amplificación mediante PCR con 
oligonucleótidos específicos (Tabla 5) sobre ADNg del hongo como molde, 
fusionada al extremo 3’ del casete de resistencia usado (higromicina o 
fleomicina) mediante PCR de fusión (Carroll et al. 1994), también obtenido por 
PCR a partir de un vector portador de dicho casete. El otro fragmento contenía 
la región terminadora del gen diana, obtenido por amplificación con 
oligonucleótidos específicos usando el ADNg del hongo como molde, fusionado 
al extremo 5’ del casete de resistencia. Para ello, los oligonucleótidos del gen 
diana fueron diseñados con secuencias solapantes en el extremo 5’ 
complementarios al extremo 3’ o 5’ del casete de resistencia, por lo tanto 
susceptibles de fusionar con dicho casete. Por último, se realizó una nueva 
amplificación para cada construcción mediante PCR con oligonucleótidos 
específicos del interior del casete de resistencia y de la región flanqueante del 
gen diana, de modo que cada construcción era portadora aproximadamente del 
75% de cada extremo del casete de resistencia, incluyendo una región idéntica 
en ambas construcciones, y de la región promotora o terminadora del gen diana. 
Así, la integración del casete parcial de cada construcción no confiere resistencia 
al antibiótico de selección. 
Para la obtención de mutantes con alelos delecionados, se 
transformaron protoplastos de la estirpe silvestre de F. oxysporum, o bien 
protoplastos procedentes de estirpes mutantes para obtener dobles mutantes, 
empleando las dos construcciones solapantes obtenidas anteriormente. El 
hecho de recombinación esperado es la sustitución homóloga del gen diana por 
el casete de resistencia (Figura 10). Para ello, las dos construcciones deben 
recombinar entre sí en el interior del hongo, obteniéndose una única construcción 
  
 
con el casete de resistencia completo y funcional, que a su vez deberá 
recombinar de manera homóloga en el gen diana, sustituyendo el alelo silvestre 
por el casete de resistencia. Este mecanismo de doble recombinación reduce, 
en gran medida, los falsos positivos obtenidos por recombinación heteróloga. 
 
Figura 10. Esquema de interrupción génica mediante la técnica Split Marker.: A. Obtención de 
construcciones. B. Suceso de recombinación doble que se espera ocurra en el interior del protoplasto 
de F. oxysporum. 
Complementación genética de mutantes con genes interrumpidos 
Para la complementación de mutantes, se introdujo el alelo silvestre y 
un casete de resistencia a un antibiótico en protoplastos de la estirpe mutante 
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mediante cotransformación. De este modo se espera la integración heteróloga 
del alelo silvestre. Para ello se amplificaron por PCR el gen diana, incluyendo la 
región promotora y la terminadora, usando ADNg de F. oxysporum como molde, 
y el casete de resistencia a partir del vector de clonación adecuado, usando 
parejas de oligonucleótidos específicos (Tabla 5). 
6. Ensayos de infección 
Para analizar el patotipo de los mutantes de F. oxysporum obtenidos en 
este trabajo se usaron plantas de tomate de la especie Lycopersicon esculentum 
(cv. Money Maker), como modelo vegetal, y, larvas de Galleria mellonella, como 
modelo de infección animal. 
6.1. Infección de plantas de tomate 
Las semillas de L. esculentum fueron proporcionadas por Syngenta (El 
Ejido, Almería) y por el Dr. Jesús Cuartero (La Mayora-CSIC, Málaga). 
Las plantas fueron cultivadas hasta que presentaron sus primeras hojas 
verdaderas y, posteriormente, sus raíces se sumergieron en una suspensión 
conteniendo 5 x 106 esporas frescas/mL durante 30 minutos. A continuación, se 
trasplantaron a celdas individuales con vermiculita, para ensayos de infección 
rutinaria, o bien se mantuvieron en la suspensión de esporas con una leve 
agitación, para ensayos de expresión en raíces y tallos. En ambos casos se 
mantuvieron en cámaras de cultivo con condiciones ambientales controladas. 
La evolución de la enfermedad se evaluó durante las semanas 
siguientes a la infección. Para ello se utilizaron los índices de enfermedad 
descritos por Huertas-González (Huertas-Gonzalez et al. 1999) que 
corresponden con los siguientes estadios: 1, planta sana; 2, primeras hojas 
afectadas; 3, hojas y pecíolos caídos; 4, hojas muertas y tallo erguido, y 5, planta 
muerta (Figura 11). La evolución de la enfermedad también se definió por el 
porcentaje de supervivencia de las plantas tras 30-40 días usando el método 
Kaplan-Meier, analizando los datos con el programa GraphPad Prism, tal y como 
ha sido descrito por López-Berges (López-Berges et al. 2012). Para los ensayos 
de expresión de genes, las plantas fueron colectadas a distintos tiempos, 
recogiéndose por separado las raíces y los tallos, que fueron almacenados a –
80 ºC hasta su utilización. 
  
 
 
Figura 11. Índices de enfermedad de plantas de tomate infectadas con F. oxysporum f.sp. lycopersici 
(Huertas-Gonzalez et al. 1999)  
6.2. Infección de larvas de G. mellonella 
El proceso de infección de F. oxysporum en G. mellonella fue descrito 
por (Navarro-Velasco et al. 2011). Las larvas de G. mellonella fueron 
suministradas por Anamal Center SCP (Valencia, España) en su etapa final de 
crecimiento, de 0,2 g a 0,3 g de peso. Una vez recibidas se mantuvieron durante 
24 horas sin alimento a temperatura ambiente antes de ser inoculadas. Se 
inocularon 15 larvas por tratamiento con la ayuda de un auto-microinyector 
(Burkard Manufacturing Co. Limited, Hertfordshire, Reino Unido). Utilizando una 
jeringuilla de 1 mL, se inyectaron 8 µL de una suspensión que contenía 1,6 x 105 
esporas/mL en PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1,8 mM 
KH2PO4) y se incubaron en recipientes de vidrio a 30ºC durante 8 días y el 
número de larvas muertas se registró cada día. Las larvas muertas presentan un 
aspecto totalmente melanizado (Figura 12) y ausencia de movimiento. Como 
controles durante la infección se utilizaron larvas inoculadas únicamente con 
PBS y larvas sin inocular. 
 La evolución de la enfermedad se definió por el porcentaje de 
supervivencia de las  larvas usando el método Kaplan-Meier, analizando los 
datos con el programa GraphPad Prism, tal y como ha sido descrito por López-
Berges (López-Berges et al. 2012). 
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Figura 12. Durante la infección las larvas de G. mellonella desarrollan una progresiva melanización. 
(Navarro-Velasco et al., 2011) 
7. Ensayos fenotípicos 
7.1. Peso seco 
Para cuantificar el peso seco de las estirpes analizadas se inocularon 
108 esporas en 25 mL de SM con diferentes fuentes de carbono, y se incubaron 
de 1 a 14 días a 28 ºC en agitación. Transcurrido el tiempo deseado, los cultivos 
se filtraron utilizando un filtro Millipore con diámetro de poro de 0,22 µm. 
Posteriormente, el filtro junto con el micelio recogido se secó durante 60 minutos 
a 80ºC, y se pesó en una balanza de precisión. El valor de peso seco registrado 
fue la diferencia de peso del mismo filtro con y sin micelio. 
7.2. Ensayos de fusión vegetativa 
Para cuantificar los eventos de fusión entre hifas, se extendieron 
uniformemente 106 esporas frescas en placas de Petri con medio mínimo Puhala, 
y se incubaron durante 16 horas a 28 ºC. Transcurrido el tiempo de incubación 
se contabilizaron las hifas fusionadas con respecto a las no fusionadas utilizando 
un microscopio.  
7.3. Ensayos de aglutinación 
Para determinar la formación de agregados entre hifas, se inocularon en 
un tubo de 30 mL 5x106 esporas frescas en 5 mL de PDB diluido 50 veces en 
agua estéril y suplementado con ácido glutámico a una concentración final de 20 
mM. La incubación se realizó durante 24-48 horas a 28°C con agitación. Pasado 
este tiempo, el cultivo se agitó vigorosamente para disgregar las uniones débiles 
y se traspasó íntegramente a una placa multipocillo donde se observó la 
presencia de agregados aglutinados de hifas bajo el estereomicroscopio (Prados 
Rosales and Di Pietro 2008). 
  
 
7.4. Ensayos de adhesión a raíces 
Las plantas de tomate se cultivaron en vermiculita hasta que presentaron 
sus primeras hojas verdaderas. Tras retirarlas cuidadosamente de la vermiculita 
se lavaron las raíces con mucha suavidad. Posteriormente, cada planta fue 
sumergida en 50 mL de una suspensión con 5 x 106 esporas/mL de PDB diluido 
50 veces en agua estéril y suplementado con ácido glutámico a una 
concentración final de 20 mM, y se incubó durante 24-48 horas a 28°C y 
agitación; para ello se usaron matraces de 125 mL fijando la parte superior de la 
planta a la boca del matraz con cinta adhesiva.  
Pasado el tiempo de incubación, se sacaron las raíces de las 
suspensiones, se lavaron vigorosamente en agua y se observaron bajo el 
estereomicroscopio. El micelio adherido se observa como una masa blanca que 
recubre las raíces laterales (Di Pietro et al, 2001). 
7.5. Ensayos de penetración de membranas de celofán 
Este ensayo mide la capacidad del hongo de producir enzimas que 
degradan el celofán (polímero de celulosa) y, a su vez, la capacidad de ejercer 
una presión física sobre una superficie rígida. Se prepararon placas de medio 
mínimo Puhalla con membranas de celofán y se inoculó el centro de cada una 
con una gota de 5 µL de una suspensión de esporas a una concentración de 107 
esporas/mL. Las placas se incubaron a 28°C durante 4 días; pasado este tiempo 
se retiró la membrana de celofán junto con la colonia fúngica y se incubó 48 
horas más a 28°C. Tanto el crecimiento del hongo antes de retirar el celofán, 
como la penetración o no del mismo fueron documentados mediante el escaneo 
de las placas (Prados Rosales y Di Pietro, 2008). 
7.6. Crecimiento colonial y esporulación 
Para el análisis fenotípico de crecimiento de la colonia y la esporulación 
sobre medio sólido, se depositó una gota de agua con 103 esporas en placas de 
PDA, SM o medio mínimo sintético, y SM diluido 1000 veces en agua. Las placas 
se incubaron durante varios días a 28 ºC antes de ser fotografiadas. El área de 
las colonias crecidas en SM se calculó mediante el procesamiento de imágenes 
utilizando el software ImageJ. Transcurridos 10-13 días, se recogieron las 
esporas de las placas con la ayuda de 3 mL de agua y se contaron utilizando 
una cámara de Thomas. 
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Para el análisis de la formación de conidios en cultivos líquidos se 
inocularon 1,25 x 108 en 25 mL de PDB, SM y SM diluido 1000 veces en agua, y 
se incubaron a 28 ºC de 2 a 7 días con agitación. Las esporas se recogieron 
utilizando un filtro de nilón (monodur) y se contaron utilizando una cámara de 
Thomas.  
7.7. Inducción de autofagia 
Con el fin de inducir la autofagia en las cepas de F. oxysporum, se 
inocularon 2,5 x 108 esporas en 25 mL de PDB y se incubaron durante 15 horas 
a 28 ºC en agitación. Posteriormente se recogieron las germínulas con monodur 
y se lavaron con agua estéril para transferirlas posteriormente a SM sin fuente 
de nitrógeno en presencia o ausencia de 4 mM PMSF. Transcurrida 1 hora de 
incubación, el micelio se tiñó con colorante fluorescente MDC a una 
concentración final de 50 µM durante 30 min en oscuridad, se lavó con agua y 
se observó bajo contraste de interferencia diferencial (DIC) y microscopía de 
epifluorescencia. 
7.8. Cuantificación de glucosa en el medio 
La evolución temporal del consumo de glucosa se analizó mediante la 
determinación de la cantidad de glucosa libre en medio de cultivo. Para ello, se 
inocularon 108 esporas en 25 mL de SM y se incubó a lo largo de 14 días a 28 
ºC en agitación. Tras filtrar el cultivo con la ayuda de un filtro Millipore, se 
cuantificó la glucosa libre en el medio con la ayuda de un Kit comercial (Glucose 
oxidase assay kit, Sigma). 
8. Cuantificación de polisacáridos intracelulares 
La extracción de polisacáridos y posterior cuantificación de glucógeno y 
trehalosa se realizó de acuerdo a (Parrou & Francois 1997) con algunas 
modificaciones. 
8.1. Obtención de extractos polisacáridos 
El método utilizado está basado en la digestión alcalina a 95ºC de células 
de hongos descrito por (Becker 1978), en el que no se degrada trehalosa. 
 Para la obtención de extractos de polisacáridos intracelulares de las 
estirpes de F. oxysporum analizadas, se inocularon 108 esporas en 25 mL de SM 
y se incubaron a 28 ºC en agitación. Transcurrido un tiempo determinado por el 
  
 
experimento, el micelio obtenido se colectó con monodur  y se liofilizó durante 
16 horas. Transcurrida la liofilización, se pulverizaron 8 mg de peso seco con la 
ayuda de bolas de vidrio y se resuspendió en 250 µL de Na2CO3 0,25 M, 
incubándose durante 4 horas a 95ºC. El extracto se llevó a pH 5,2 mediante la 
adición de 150 µL de ácido acético 1 M y 600 µL de acetato de sodio 0,2 M pH 
5,2 (Parrou and Francois 1997). 
8.2. Cuantificación de glucógeno y trehalosa 
Para la determinación de glucógeno, una mitad del extracto polisacárido 
se incubó con 1,2 U mL-1 de amiloglucosidasa de A. niger durante 16 horas a 57 
ºC. Para la determinación de trehalosa, la otra mitad se incubó con 0,05 U mL-1 
de trehalasa durante 16 horas a 37 ºC. Ambas incubaciones fueron realizadas 
bajo rotación constante. Las suspensiones resultantes se centrifugaron durante 
3 min a 5000 g, y la concentración de glucosa en los sobrenadantes se cuantificó 
utilizando un kit comercial (Glucose oxidase assay kit, Sigma). Para relativizar 
las concentraciones de glucosa, se cuantificaron las proteínas totales presentes 
en los extractos. En los controles realizados la enzimas, tanto amiloglucosidasa 
como trehalasa, fueron sustituidas por agua desionizada estéril (Parrou and 
Francois 1997). 
9. Ensayos bioquímicos 
Se realizaron ensayos bioquímicos de las estirpes de F. oxysporum 
pertinentes de las dos actividades enzimáticas responsables de la degradación 
de glucógeno: actividad fosforilasa (responsable de la rotura de enlaces α1,4-
glucosídicos) y actividad desramificadora de glucógeno (rotura de las 
ramificaciones, enlaces α1,6-glucosídicos). 
9.1. Obtención de extractos proteicos 
Para la obtención de los extractos proteicos se inocularon 108 esporas 
en 25 ml de PDB y se incubaron a 28 ºC en agitación durante 16 horas. Al cabo 
de ese tiempo las germínulas obtenidas se colectaron por filtración en membrana 
de nailon (Monodur) y se traspasaron, para su inducción, a medio SM con 1% 
de glucógeno como única fuente de carbono, donde se incubaron durante 4 
horas a 28 ºC en agitación. Finalmente, las germínulas fueron recogidas por 
monodur y se pulverizaron con la ayuda de nitrógeno líquido. El polvo obtenido 
se resuspendió en 1 mL de agua desionizada estéril fría y se centrifugó durante 
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3 minutos a máxima velocidad. Los sobrenadantes se mantuvieron siempre en 
hielo. 
Para la cuantificación de los extractos proteicos se utilizó el método 
(Bradford 1976) utilizando un agente de reacción comercial (Protein assay, 
Biorad) y seroalbúmina bovina (BSA) como estándar. Los cambios de 
absorbancia a 595 nm son directamente proporcionales a la concentración de 
proteína presente, la cual se calcula utilizando una recta patrón. 
9.2. Ensayo enzimático de actividad fosforilasa 
Los ensayos de actividad fosforilasa realizados en este trabajo se 
llevaron a cabo según (Arrizabalaga et al. 2012) con algunas modificaciones. 
Este ensayo se basa la cuantificación indirecta de la actividad fosforilasa de un 
extracto proteico. Para ello partimos de un sustrato, glucógeno, que la enzima 
fosforilasa correspondiente presente en el extracto degrada liberando glucosa-
1-fosfato. Mediante la acción de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (añadida 
artificiarmente al ensayo) la G1P es transformada a glucosa-6-fosfato. Esta G6P 
es a su vez utilizada por una enzima fosfoglucomutasa (añadida también 
artificialmente) para producir NAPDH a partir de NADP. Finalmente, la actividad 
fosforilasa presente en el extracto es cuantificada mediante la medición de 
NAPDH (Arrizabalaga et al. 2012). 
La reacción enzimática se llevó a cabo en 200 µL de tampón de reacción 
con 2 µg totales de proteínas. El tampón de reacción se componía por: 55 mM 
Tris-HCl pH 7,8, 3,3 mM MgCl2, 0,5 mM NADP, 1,5 U mL-1 glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, 1 U mL-1 fosfoglucomutasa y 3 mg/mL de glucógeno. Antes de 
añadir las enzimas encargadas de la reacción (glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa y fosfoglucomutasa) y el NADP, las muestras se preincubaron 
con glucógeno durante 1 hora a 22 ºC. Posteriormente, una vez añadidas las 
enzimas y el NADP, se incubaron las muestras durante 10 minutos más a 22 ºC. 
La actividad fosforilasa se determinó midiendo la producción de NADPH: 
midiendo la absorbancia a 340nm antes y después de los 10 minutos de 
reacción. Los cambios de absorbancia a 340 nm son directamente 
proporcionales a la concentración de NADPH presente, la cual se calculó 
utilizando una recta patrón. 
  
 
9.3. Ensayo enzimático de actividad desramificadora de 
glucógeno 
La actividad desramificadora de glucógeno se midió como describieron 
(Walkey et al. 2011) con algunas modificaciones. El sustrato utilizado en la 
reacción fue dextrina límite (digestión fosforilasa de glucógeno), obtenido a partir 
de la digestión de 0,3 g de glucógeno con 90 U de fosforilasa b en 10 mL de 50 
mM tampón fosfato pH 6,8 y 0.1mM adenosina monofosfato (AMP) (Cheng et al., 
1987). La digestión con fosforilasa b se llevó a cabo durante 48 horas a 20 ºC en 
diálisis frente a 50 mM tampón fosfato pH 6,8 y 0,1 mM adenosina monofosfato 
(AMP). Posteriormente, se dializó durante 2 horas más frente a 10 mM tampón 
fosfato pH 6,8 (Walkey et al. 2011). 
Finalmente, se utilizaron 60 µg de dextrina límite como sustrato en 40 µL 
de tampón citrato pH 6,5 y 2 µg de sustrato proteico para medir la actividad 
desramificadora. Las muestras se incubaron durante 2 horas a 30ºC y la 
liberación de glucosa se cuantificó utilizando un kit comercial (glucose oxidase 
assay kit, Sigma). Para realizar los controles, los extractos proteicos se 
sustituyeron por agua desionizada estéril. 
10. Microscopía 
Para la observación de microscopia óptica y epifluorescencia de las 
estirpes analizadas, se depositaron alícuotas del hongo sobre bloques al 1 % de 
agarosa, y se observaron mediante la técnica Nomarsky en un microscopio Zeiss 
(Axio Imager M2 Dual Cam). La observación de epifluorescencia se realizó con 
luz UV de 340-380 nm y la utilización de los siguientes filtros: tinciones MDC y 
CFW (G 365, FT 395, LP 420), GFP (BP 450-490, FT 510, LP 515), y ChFP (BP 
560/40, FT 585, BP 630/75). La captura de imágenes se llevó a cabo con una 
cámara digital Evolve Photometrics EM512 (Photometrics Tecnología, Tucson, 
AZ, EE.UU.) utilizando el software Axiovision 4,8. Las imágenes fueron 
procesadas con Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems, Mountain View, CA, 
EE.UU.). 
Para la captura de vídeos, se depositaron alícuotas de 20 µL con 2,5 x 
106 esporas/mL en un portaobjeto con una cavidad de 15 a 18 mm de diámetro 
y de 0,6 a 0,8 mm de profundidad (Marienfeld, 13 200 00) con 150 µL de medio 
de fusión al 1% de agarosa. Las muestras se cubrieron con un cubreobjeto y se 
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incubaron a 28ºC durante un periodo máximo de 10 horas. Las imágenes se 
tomaron cada 5 minutos y el periodo temporal de interés se convirtió en película 
QuickTime.  
10.1. Tinción MDC 
La tinción MDC se llevó a cabo con una concentración final de 50 µM 
Dansilcadaverina durante 30 min en oscuridad. El stock de la solución para 
tinción se preparó en Etanol:DMSO (1:1) como solvente, a una concentración de 
25 mM de Dansilcadaverina. 
10.2. Tinción CFW 
La tinción CFW se llevó a cabo con una concentración final de 10 µM 
durante 5 minutos en oscuridad. El stock de la solución para tinción se preparó 
en 0,5 % KOH y 83 % glicerol como solvente, a una concentración de 25 mg/mL. 
10.3. Tinción DAPI 
La tinción Dapi se llevó a cabo a una concentración final de 0,8 µg/mL 
de 4',6-diamino-2-fenilindol, las muestras se incubaron durante 5 minutos en 
oscuridad. El stock de la solución para tinción se preparó en agua desionizada 
estéril como solvente, a una concentración de 800 ng/mL. 
11. Análisis bioinformático 
11.1. Búsquedas mediante el algoritmo BLAST 
Las búsquedas in silico de genes, tanto de F. oxysporum como de otras 
especies fúngicas, se realizaron usando el algoritmo BLAST (Altschul et al. 1990) 
alojado en las páginas webs correspondientes al National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) o al Broad 
Institute Fusarium Comparative Database (http://www.broadinstitute.org). 
11.2. Alineamientos 
Las secuencias de aminoácidos deducidas de distintos genes de F. 
oxysporum y de otras especies fúngicas cercanas fueron alineados usando el 
algoritmo CLUSTALW (Thompson et al. 1994) y el programa informático Bioedit 
v7.0.0 (Hall 1999). 
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1. Metabolismo del glucógeno en F. oxysporum 
En el presente estudio se ha analizado el metabolismo del glucógeno en 
F. oxysporum f. sp. lycopersici y su relevancia durante el comportamiento 
virulento. Para ello, se presenta la caracterización genética y bioquímica de los 
genes responsables del metabolismo, mediante su disrupción génica y análisis 
de las distintas actividades enzimáticas. Además se ha caracterizado su papel 
durante la virulencia tanto en el modelo vegetal como el animal.  
1.1. Identificación de genes del metabolismo del glucógeno  
Con la finalidad de identificar los genes relacionados con el metabolismo 
del glucógeno en F. oxysporum se realizó una búsqueda in silico mediante el 
algoritmo BLASTp en la base de datos 
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/), y partiendo 
de las secuencias de aminoácidos ya descritas en S. cerevisiae (Giaever et al. 
2002). Se identificaron ortólogos de los cinco genes responsables del 
metabolismo del glucógeno descritos en S. cerevisiae. Por un lado se 
identificaron los genes responsables de la síntesis de glucógeno: FOXG_04251 
glucogenina (gnn1), FOXG_ 02003 glucógeno sintasa (gls1) y FOXG_13927 
enzima ramificadora de glucógeno (gbe1). Y, los genes implicados en su 
degradación: FOXG_08364 enzima desramificadora de glucógeno (gdb1) y 
FOXG_19221 glucógeno fosforilasa (gph1). 
En la Tabla 12 se resumen las características de interés de los genes 
identificados en: longitud de los exones y tamaño de la proteína deducida. 
Tabla 12. Características de los genes responsables del metabolismo del glucógeno en F. 
oxysporum. 
Gen  Chr ORF Exón I Exón II Exón III Exón IV Exón V Exón VI Exón VII Exón VIII Proteína deducida 
FOXG_ 04251 gnn1 4 2370 1– 39 
95– 
122 
175– 
281 
343– 
927 
981– 
1423 
1485– 
2253 
2329– 
2727  789 aa 
FOXG_ 02003 gls1 5 2118 1– 79 
151– 
248 
301– 
576 
636– 
2194 
2246– 
2351    705 aa 
FOXG_ 13927 gbe1 10 2124 1– 88 
159– 
283 
340– 
439 
491– 
603 
659– 
1350 
1401– 
1736 
1789– 
2419 
2475– 
2513 707 aa 
FOXG_ 08363 gdb1 2a 4671 1– 233 
347– 
4706 
4763– 
4840      1556 aa 
FOXG_ 19221 gph1 2a 2565 1– 163 
319– 
639 
693– 
836 
995– 
1533 
1586– 
2502 
2556– 
2628 
2676– 
3083  854 aa 
Se analizó la relación filogenética de estos genes en diferentes especies 
fúngicas. Para ello se realizaron alineamientos mediante el método ClustalW con 
las proteínas deducidas en F. oxysporum, N. crassa y M. oryzae, obtenidas a 
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partir de la búsqueda en NCBI (National Center of Biotechnology Information, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Figura 13-Figura 17). Además, en la Tabla 13 se 
resumen los porcentajes de identidad. 
Tabla 13. Identidad (%) entre las secuencias de amino ácidos deducidos de los genes responsables 
del metabolismo del glucógeno en F. oxysporum y sus ortólogos en N. crassa (MGG) y M. Oryzae 
(MGG). 
 
Gen Locus ID Identidad (%) 
Glucogenina gnn1 FOXG_04251 
NCU06698 (61.6%) 
MGG_07493 (51.2%) 
Glucógeno sintasa gls1 FOXG_02003 
NCU06687 (88.1%) 
MGG_07289 (87.7%) 
Enzima ramificadora de glucógeno gbe1 FOXG_13927 NCU05429 (88.1%) 
MGG_03186 (82%) 
Enzima desramificadora de glucógeno gdb1 FOXG_08364 NCU00743 (77.4%) 
MGG_00063 (75.1%) 
Glucógeno fosforilasa gph1 FOXG_19221 NCU07027 (81.1%) 
MGG_01819 (79.4%) 
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Figura 13. Alineamiento de las secuencias deducidas de amino ácidos de las glucogeninas de F. 
oxysporum f. sp. lycopersici, N. crassa (NCU) y M. oryzae (MGG). En negro se han resaltado la 
presencia de aminoácidos idénticos. En gris se señalan los aminoácidos similares.  
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Figura 14. Alineamiento de las secuencias deducidas de amino ácidos de las glucógeno sintasas de 
F. oxysporum f.sp. lycopersici, N. crassa (NCU) y M. oryzae (MGG). En negro se han resaltado la 
presencia de aminoácidos idénticos. En gris se señalan los aminoácidos similares. 
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Figura 15. Alineamiento de las secuencias deducidas de amino ácidos de las enzimas ramificadoras 
de glucógeno de F. oxysporum f.sp. lycopersici, N. crassa (NCU) y M. oryzae (MGG). En negro se 
han resaltado la presencia de aminoácidos idénticos. En gris se señalan los aminoácidos similares. 
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias deducidas de amino ácidos de las enzimas 
desramificadoras de F. oxysporum f.sp. lycopersici, N. crassa (NCU) y M. oryzae (MGG). En negro 
se han resaltado la presencia de aminoácidos idénticos. En gris se señalan los aminoácidos 
similares. 
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias deducidas de amino ácidos de las glucógeno fosforilasas 
de F. oxysporum f.sp. lycopersici, N. crassa (NCU) y M. oryzae (MGG). En negro se han resaltado la 
presencia de aminoácidos idénticos. En gris se señalan los aminoácidos similares. 
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1.2. Obtención de mutantes afectados en el metabolismo del 
glucógeno 
Con el fin de conocer el papel biológico de los genes del metabolismo 
del glucógeno en F. oxysporum se obtuvieron mutantes por deleción de cada 
uno de ellos: gnn1, gls1, gbe1, gdb1 y gph1. Así como un doble mutante en los 
genes del catabolismo, gdb1 y gph1. 
Las estirpes mutantes se generaron mediante reemplazamiento génico 
usando la técnica del Split Marker (Catlett et al. 2003), que permite sustituir el 
alelo silvestre por un marcador seleccionable. Para ello, se diseñaron 
oligonucleótidos específicos que permitían amplificar cada gen a partir de ADNg 
(Tabla 5, Materiales y Métodos). Mediante PCR, se amplificaron fragmentos de 
aproximadamente 1 kb flanqueantes a la ORF del gen diana, en los extremos -
5’ y -3’. Cada fragmento, por separado, se fusionó al 75 % del casete de 
resistencia a higromicina B (HygR) o fleomicina (PhlR) mediante PCR de fusión 
(Carroll et al. 1994), resultando en dos fragmentos de ADN solapantes. Ambos 
se utilizaron conjuntamente para transformar protoplastos de la estirpe silvestre 
(Malardier et al. 1989, Powell & Kistler 1990) (ver Materiales y Métodos), con el 
objetivo de reemplazar cada gen diana por el casete HygR o PhlR, según el caso. 
 Los transformantes obtenidos se seleccionaron y aislaron en medio 
selectivo con higromicina y/o fleomicina. Se analizaron inicialmente mediante 
PCR y posteriormente se verificaron por análisis Southern (Figura 18-Figura 23). 
En todos los casos, se obtuvieron transformantes con la ORF del gen diana 
correspondiente reemplazada por el casete HygR o PhlR.  
1.2.1.  Interrupción dirigida del gen gnn1 
Para confirmar la existencia de recombinantes homólogos ∆gnn1 en los 
transformantes HygR obtenidos y confirmados por PCR se trató el ADNg con la 
endonucleasa Bam HI y se analizó mediante Southern utilizando tres sondas: 
una de la región promotora, otra de la región codificante y una última del cassette 
HygR (Figura 18).  
En la hibridación con la sonda homóloga de la región promotora, los 
transformantes #5 y #8 presentaron un tamaño de 5 kb, mayor al de la estirpe 
silvestre (1,3 kb), y correspondiente al tamaño esperado en una recombinación 
homóloga. Además, ninguno de los dos transformantes hibridó con la sonda de 
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la región codificante y se observó una única banda del tamaño esperado con la 
sonda del cassette HygR. Por lo que ambos transformantes, #5 y #8 resultaron 
ser recombinantes homólogos. Durante el presente trabajo se ha utilizado el 
transformante #5 como representativo ∆gnn1. 
 
Figura 18. Interrupción dirigida del gen gnn1. A. Estrategia para la sustitución de la región codificante 
por el cassette HygR. Las flechas indican los cebadores usados para amplificar los fragmentos 
fusionados. B. Análisis Southern del ADNg tratado con Bam HI usando las sondas “a”, “b” o “c”. Los 
números indican tamaños en kb. 
1.2.2.  Interrupción dirigida del gen gls1 
Para confirmar la existencia de recombinantes homólogos ∆gls1 el ADNg 
de los transformantes HygR se trató con la endonucleasa Hind III y se analizó 
mediante Southern utilizando tres sondas: una de la región promotora, otra de la 
región codificante y una última del cassette HygR (Figura 19). 
En la hibridación con la sonda homóloga de la región promotora, los 
transformantes #10 y #13 presentaron una banda de 3,7 kb, mayor que la 
silvestre (3kb), y del tamaño esperado por recombinación homóloga. Además, 
ninguno de los transformantes hibridó con la sonda de la región codificante y sí 
mostraron una única banda del tamaño esperado con la sonda HygR. Por lo que 
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los transformantes #10 y #13 resultaron ser recombinantes homólogos. En el 
transcurso de este trabajo, se ha utilizado el transformante #10 como 
representativo ∆gls1. 
 
Figura 19. Interrupción dirigida del gen gls1. A. Estrategia para la sustitución de la región codificante 
por el cassette HygR. Las flechas indican los cebadores usados para amplificar los fragmentos 
fusionados. B. Análisis Southern del ADNg tratado con Hind III usando las sondas “a”, “b” o “c”. Los 
números indican tamaños en kb 
1.2.3.  Interrupción dirigida del gen gbe1 
Para confirmar la existencia de recombinantes homólogos ∆gbe1 se trató 
el ADNg de los transformantes HygR con Pst I y se analizó mediante Southern 
utilizando dos sondas: una de la región promotora y otra al cassette HygR (Figura 
20).  
Los transformantes #14 y #34 presentaron una banda de 2,1 kb en la 
hibridación con la sonda de la región promotora, menor a la del silvestre (4,5 kb) 
y del tamaño esperado por recombinación homóloga. Además, en la hibridación 
con la sonda HygR, ambos transformantes presentaron una única banda de 2,1 
kb. Por lo tanto, los transformantes #14 y #34 resultaron ser recombinantes 
homólogos con integración única. Durante este trabajo, se ha utilizado el 
transformante #34 como representativo ∆gbe1. 
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Figura 20. Interrupción dirigida del gen gbe1. A. Estrategia para la sustitución de la región codificante 
por el cassette HygR. Las flechas indican los cebadores usados para amplificar los fragmentos 
fusionados. B. Análisis Southern del ADNg tratado con Pst I usando las sondas “a” o “b”. Los números 
indican tamaños en kb 
1.2.4.  Interrupción dirigida del gen gdb1 
Para confirmar la existencia de recombinantes homólogos ∆gdb1 se trató 
el ADNg de los transformantes HygR con la enzima Bam HI y se analizó mediante 
Southern utilizando tres sondas: una homóloga de la región promotora, otra a la 
región codificante, y una última al cassette HygR (Figura 21). 
En la hibridación con la sonda de la región promotora los transformantes 
#1 y #2 presentaron una banda de mayor tamaño a la observada en la estirpe 
silvestre (4,3 kb). El patrón observado en el transformante #2 (5,9 kb) coincidía 
con el tamaño esperado en un recombinante homólogo. Por otro lado, ninguno 
hibridó con la sonda de la región codificante de gdb1. Finalmente, en la 
hibridación con la sonda HygR ambos transformantes #1 y #2 presentaron 
bandas de diferente tamaño, 15 y 5,9 kb respectivamente. Tan sólo la banda de 
5,9 kb correspondía al tamaño esperado en un recombinante homólogo, pero la 
ausencia de hibridación con la sonda “b” sugiere que también el transformante 
#1 pudiera ser un recombinante homólogo. Durante este trabajo, el 
transformante #2 ha sido utilizado como representativo ∆gdb1. 
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Figura 21. Interrupción dirigida del gen gdb1. A. Estrategia para la sustitución de la región codificante 
por el cassette HygR. Las flechas indican los cebadores usados para amplificar los fragmentos 
fusionados. B. Análisis Southern del ADNg tratado con Bam HI usando las sondas “a”, “b” o “c”. Los 
números indican tamaños en kb 
1.2.5.  Interrupción dirigida del gen gph1 
Para confirmar la existencia de recombinantes homólogos ∆gph1 se trató 
el ADNg de los transformantes HygR con la endonucleasa Hind III o Sac I, según 
el caso, y se analizó mediante Southern utilizando dos sondas: una homóloga a 
la región promotora y otra del cassette HygR (Figura 22).  
Los transformantes #5 y #8 presentaron una banda de 12 kb con la 
sonda de la región promotora, mayor a la observada en la estirpe silvestre (1,2 
kb) y del tamaño esperado en un recombinante homólogo. Además, en la 
hibridación con la sonda HygR, ambos transformantes presentaron también una 
única banda de 2,7 kb. Por lo tanto, los transformantes #5 y #8 resultaron ser 
homólogos. Durante este trabajo, se ha utilizado el transformante #5 como 
representativo ∆gbe1. 
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Figura 22. Interrupción dirigida del gen gph1. A. Estrategia para la sustitución de la región codificante 
por el cassette HygR. Las flechas indican los cebadores usados para amplificar los fragmentos 
fusionados. B. Análisis Southern del ADNg tratado con Hind  III usando como sonda la región “a”, y 
análisis Southern del ADNg tratado con Sac I usando como sonda la región “b”. Los números indican 
tamaños en kb. 
1.2.6.  Interrupción dirigida de gen gdb1 sobre el mutante ∆gph1 para 
obtener un doble mutante 
Con la finalidad de obtener el doble mutante ∆gph1∆gdb1 se 
transformaron protoplastos del mutante ∆gdb1 mediante el método de Split 
Marker, usando el casete de resistencia a fleomicina (PhlR) como marcador de 
selección. Tras la transformación, los mutantes fueron seleccionados en 
presencia de ambos antibióticos (higromicina y fleomicina). 
Para confirmar la existencia de recombinantes homólogos ∆gph1∆gdb1 
el ADNg de los transformantes se trató con la enzima Bam HI y se analizó 
mediante Southern utilizando tres sondas: una de la región promotora, otra de la 
región codificante, y una última del cassette PhlR (Figura 23). 
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En la hibridación con la sonda de la región promotora, los transformantes 
#2 y #5 presentaron una banda de 5,4 kb, mayor a la del silvestre (4,3 kb), 
coincidiendo con el tamaño esperado en un recombinante homólogo. Por otro 
lado, ninguno de estos transformantes mostró hibridación con la sonda de la 
región codificante gdb1. Además, en la hibridación con la sonda PhlR 
presentaron la banda de 4,3 kb esperada en los recombinantes homólogos. Por 
lo tanto, los transformantes #2 y #5 resultaron ser homólogos y ambos han sido 
utilizados en los ensayos realizados durante este trabajo. 
 
Figura 23. Interrupción dirigida del gen gdb1 sobre el mutante ∆gph1 A. Estrategia para la sustitución 
de la región codificante por el cassette PhlR. Las flechas indican los cebadores usados para amplificar 
los fragmentos fusionados. B. Análisis Southern del ADNg tratado con Bam HI usando las sondas 
“a”, “b” o “c”. Los números indican tamaños en kb. 
1.3. Crecimiento vegetativo de los mutantes del glucógeno 
Durante el crecimiento en medio mínimo (SM) con glucosa (1% p/v) 
como fuente de carbono F. oxysporum alcanza su máximo peso seco tras 48-72 
horas de inoculación y, transcurrido ese tiempo, permanece estable otras 300 
horas (Figura 24A). La concentración de glucosa libre en el medio decae 
drásticamente tras 2 días de incubación, coincidiendo con el crecimiento 
exponencial (Figura 24B). 
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Para determinar el papel de los genes descritos como principales 
responsables del metabolismo del glucógeno en F. oxysporum, se analizó el 
crecimiento en diferentes fuentes de carbono de los mutantes generados, tanto 
en medio sólido como en líquido (Figura 24CD). Para ello, se inocularon 
alícuotas con 103 esporas de cada estirpe en medio SM sólido conteniendo 
glucosa o glucógeno como única fuente de carbono (Figura 24) y, paralelamente, 
se cuantificó el peso seco tras 3 días de incubación en medio líquido SM con 
glucosa, almidón o glucógeno (Figura 24D). 
 
Figura 24. Crecimiento vegetativo de F. oxysporum. A. Curva de crecimiento (peso seco) de la 
estirpe silvetre. Se inocularon 108 esporas en 25 mL de SM 1% glucosa y se incubaron hasta 14 
días. El micelio generado se recogió por filtración y la biomasa fúngica se cuantificó tras 
deshidratación durante 1 hora a 80 ºC. B. Glucosa presente en el sobrenadante del cultivo. C. 
Crecimiento en medio SM sólido de la estirpe silvestre y los mutantes de glucógeno en presencia de 
1% glucosa (glu) o 1% glucógeno (gly) como única fuente de carbono. D. Peso seco acumulado por 
la estirpe silvestre y los mutantes de glucógeno tras 5 días de crecimiento en medio líquido SM con 
1% (p/v) de la fuente de carbono indicada. Las barras representan el error estándar de tres réplicas 
independientes. 
Tras tres días de incubación, tanto el crecimiento en medio sólido como 
la producción de micelio en medio líquido fueron similares en todos los mutantes 
bajo análisis, sin diferir del silvestre.  
1.4. Acumulación de polisacáridos intracelulares: glucógeno y 
trehalosa 
Se determinó el efecto de la interrupción de los genes implicados en el 
metabolismo del glucógeno sobre la acumulación o síntesis de glucógeno 
mediante dos aproximaciones. Por un  lado, colonias de 6 días se tiñeron con 
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una solución de Iodina (20 mg/mL I2, 40 mg/mL KI) (Figura 25A). Tras eliminar 
la solución, los mutantes ∆gnn1, ∆gls1 y ∆gbe1, mostraron una tinción 
significativamente menor a la estirpe silvestre. Por su parte, los mutantes simples 
∆gph1 y  ∆gdb1, y el doble mutante ∆gph1∆gdb1 revelaron una tinción similar 
que el silvestre.  
De manera más precisa se cuantificó el glucógeno intracelular mediante 
la extracción de los polisacáridos totales,  el tratamiento con amiloglucosidasa y 
la cuantificación de la glucosa resultante (Figura 25B) (Ver Materiales y 
Métodos). Para ello se utilizó micelio liofilizado recogido por filtración tras 6 días 
de crecimiento en SM 1% glucosa. Esta cuantificación reveló que la acumulación 
de glucógeno en la estirpe silvestre alcanza un valor de 1250 µg de glucosa 
equivalente por mg de proteína presente en la muestra. Como era de esperar, 
en ninguno de los mutantes implicados en la síntesis de glucógeno se detectó 
acumulación significativa de glucógeno, mientras que los mutantes simples 
∆gdb1 y  ∆gph1 mostraron un 28 y un 36 % más de acumulación de glucógeno, 
respectivamente, y el doble mutante ∆gph1∆gdb1 presentó un incremento del 
80%.  
 
Figura 25. Acumulación de glucógeno y trehalosa en la estirpe silvestre y en los mutantes de 
glucógeno. A. Colonias de las estirpes indicadas tras 5 días de crecimiento y teñidas con una 
solución de yodina. B. Análisis cuantitativo del glucógeno intracelular tras 6 días de crecimiento en 
SM 1% glucosa. C-D. Acumulación de Glucógeno (C) y trehalosa (D) intracelular a lo largo de 14 
días de crecimiento. Las barras representan el error estándar de tres réplicas independientes. Los 
asteriscos indican diferencias significativas con los valores registrados en la estirpe silvestre (p < 
0,05) 
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Por otro lado, se estudió la acumulación de glucógeno a lo largo de 14 
días de crecimiento en SM 1% glucosa en la estirpe silvestre, en uno de los 
mutantes afectados en síntesis de glucógeno, ∆gnn1, y en el doble mutante 
∆gph1∆gdb1 en degradación de glucógeno (Figura 25C). A partir del primer día 
de crecimiento, el contenido intracelular de glucógeno del doble mutante resultó 
significativamente mayor al de la estirpe silvestre, llegando a alcanzar un 
incremento del 100%. Como era de esperar, el mutante ∆gnn1 no acumuló 
cantidades significativas de glucógeno. 
Paralelamente, se cuantificó la presencia del disacárido intracelular 
trehalosa (Figura 25D). En las tres estirpes analizadas el patrón de acumulación 
fue similar: se observó un alto contenido en trehalosa a tiempo 0 (esporas), que 
disminuyó drásticamente durante las primeras horas de germinación, 
aumentando a partir del día 1 hasta el 14. 
1.5. Caracterización bioquímica: actividad desramificadora de 
glucógeno y actividad fosforilasa 
La degradación citosólica del glucógeno requiere dos actividades 
enzimáticas: la actividad desramificadora y la actividad fosforilasa. La primera 
hidroliza los enlaces α1,6-glucosídicos, rompiendo las ramificaciones de la 
molécula, y la segunda los enlaces α1,4-glucosídicos. 
En este trabajo se cuantificaron ambas actividades en todos los 
mutantes generados (Figura 26). Para ello se obtuvieron extractos proteicos a 
partir de germínulas inducidas durante 4 horas en glucógeno como única fuente 
de carbono.  
 
Figura 26. Actividad desramificadora de glucógeno y actividad fosforilasa en las estirpes silvestre y 
en los mutantes indicados. A. Actividad desramificadora de glucógeno. B. Actividad fosforilasa. Las 
barras representan el error estándar de tres réplicas independientes. Los asteriscos indican 
diferencias significativas con los valores registrados en la estirpe silvestre (p < 0,05) 
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Los mutantes ∆gph1 y  ∆gdb1, y el doble mutante ∆gph1∆gdb1, 
mostraron una disminución del 30% en la actividad desramificadora de 
glucógeno, mientras que los mutantes implicados en la síntesis de glucógeno 
registraron la misma actividad que la estirpe silvestre (Figura 26A). Por otro lado, 
en los mutantes ∆gph1 y ∆gph1∆gdb1 la actividad fosforilasa se vio reducida 
entre un 20 y un 40 %, mientras que el mutante ∆gdb1 incrementó su actividad 
más de un 100 % con respecto al silvestre (Figura 26B). 
1.6. Expresión de genes del metabolismo del glucógeno 
Para estudiar el papel del metabolismo del glucógeno durante el proceso 
de infección se analizó la expresión mediante qRT-PCR de los genes 
identificados: gnn1, gls1, gbe1, gdb1 y gph1 en plántulas de tomate cv. 
Moneymarker (de 14 días de edad) infectadas con la estirpe silvestre.  
En la mayoría de los casos, los genes del metabolismo del glucógeno 
variaron su expresión a lo largo del tiempo mostrando un pico máximo tras 4 
días, tanto en raíces como en tallos de plantas infectadas. Los genes gls1 y gbe1 
mostraron los niveles más altos mientras que gnn1 y gph1 alcanzaron los niveles 
inferiores. La transcripción de gdb1 no alcanzó niveles detectables en las 
condiciones del ensayo (Figura 27). 
 
Figura 27. Expresión in planta de los genes del metabolismo del glucógeno a lo largo de la infección 
con esporas del silvestre mediante qRT-PCR. El ARN se extrajo de raíces o tallos en los días 
indicados tras la inoculación. Los niveles de expresión son relativos al valor del gen actina. Las barras 
representan el error estándar de tres réplicas independientes. 
Con el fin de corroborar si el patrón observado era exclusivo del proceso 
de infección, se analizó la expresión in vitro durante el crecimiento de la estirpe 
silvestre en medio líquido SM (1% glucosa) (Figura 28A). Se comprobó que el 
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patrón de expresión difería en las dos condiciones biológicas ensayadas ya que 
durante el crecimiento en SM 1% glucosa los niveles de expresión no mostraron 
variaciones significativas a lo largo de 6 días. Además, se detectó la expresión de 
gdb1 no observada in planta. Por otro lado, el gen gbe1 mostró una expresión 2-3 
veces superior a las condiciones de infección (Figura 28A).  
Un análisis in silico del genoma de F. oxysporum reveló la existencia de 
los siguientes genes adicionales con posible implicación en la degradación de 
glucógeno: el gen  FOXG_16920, ortólogo a una α-amilasa (denominado amy1), 
FOXG_08027 y FOXG_13566, dos ortólogos a la glucoamilasa de S. cerevisiae 
Sga1, descrita como responsable de la degradación vacuolar de glucógeno 
(Francois & Parrou 2001) (Deng & Naqvi 2010) (denominados gmy1 y gmy2, 
respectivamente). Y, por último, FOXG_15829 responsable presumiblemente de 
una α-glucosidasa, (denominado agl1). Para conocer su implicación en el 
catabolismo del glucógeno se analizó la expresión de estos genes in vitro durante 
el crecimiento con glucosa como fuente de carbono (Figura 28B). Los genes amy1, 
gmy1 y agl1 revelaron nivel de expresión bajo a lo largo del crecimiento. La α-
amilasa amy1 incrementó ligeramente su expresión desde 1 a 6 días. 
Sorprendentemente, gmy2 mostró una expresión alrededor 250 veces mayor que 
la actina tras un día de incubación descendiendo drásticamente al segundo día 
para mantenerse constante durante el ensayo. 
 
Figura 28. Expresión de los genes del metabolismo del glucógeno durante el crecimiento in vitro de 
la estirpe silvestre en SM 1% glucosa. El ARN se extrajo en los días indicados tras la inoculación. 
Los niveles de expresión son relativos al valor del gen actina. A. Genes del metabolismo del 
glucógeno. B. Genes presumiblemente implicados en la degradación de almidón y/o glucógeno. Las 
barras representan el error estándar de tres réplicas independientes. 
Además se estudió la expresión bajo inducción por glucógeno de los 
genes presuntamente implicados en la degradación de polisacáridos (amy1, gmy1, 
gmy2 y agl1) y de los relacionados estrictamente con la degradación de glucógeno 
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(gdb1 y gph1), en la estirpe silvestre, en los mutantes ∆gdb1, ∆gph1, y en el doble 
mutante ∆gph1∆gdb1 (Figura 29). Para ello, las cuatro estirpes  pregerminadas 
en PDB se indujeron 4 horas en 1% de glucógeno. La expresión de los genes gdb1 
y gph1 fue comparable a la observada en glucosa (Figura 28A). Sin embargo, los 
genes amy1 (400%, en la estirpe silvestre, y 800% en el mutante ∆gph1, con 
respecto a actina) y gmy1 (800% en la estirpe silvestre, y 1200% en el mutante 
∆gdb1) mostraron una inducción significativa. Inexplicablemente, la expresión de 
gmy1 apareció drásticamente reducida en los mutantes ∆gph1 y ∆gph1∆gdb1. 
 
Figura 29. Expresión in vitro tras 4 horas de inducción en SM 1% glucógeno. Genes implicados en 
la degradación de glucógeno (gdb1 y gph1) y genes identificados como posiblemente relacionados 
con la degradación de polisacáridos (amy1, gmy1, gmy2 y agl1) en las estirpes indicadas. Los niveles 
de expresión son relativos al valor del gen actina. Las barras representan el error estándar de tres 
réplicas independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas con los valores registrados 
en la estirpe silvestre (p < 0,05) 
Por otro lado, en M. oryzae los genes responsables de la síntesis de 
trehalosa se encuentran regulados por el metabolismo del glucógeno, ya que 
disminuyen significativamente su expresión en mutantes deficientes en la 
fosforilasa o en la enzima ramificadora (Badaruddin et al. 2013). Se identificaron 
tres genes responsables de la síntesis de trehalosa en F. oxysporum: 
FOXG_07756, FOXG_03746 y FOXG_08700 ortólogos respectivamente a tps1, 
tps2 y tps3 en M. oryzae. Para corroborar si en F. oxysporum se conservaba 
dicha regulación, se analizó la expresión de los genes tps1, tps2 y tps3 en los 
mutantes ∆gdb1, ∆gph1, y en el doble mutante ∆gph1∆gdb1 (Figura 30), sin 
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observarse diferencias significativas con respecto a la estirpe silvestre en 
ninguno de los genes. 
 
Figura 30. Expresión in vitro de los genes tps1, tps2 y tps3. En la estirpe silvestre y en los mutantes 
∆gdb1, ∆gph1, y en el doble mutante ∆gph1∆gdb1. Se inocularon 108 esporas en 25 mL de medio 
SM 1% glucosa durante 16 horas. . Los niveles de expresión son relativos al valor del gen actina. 
Las barras representan el error estándar de tres réplicas independientes. 
1.7. Caracterización de fenotipos relacionados con virulencia 
En F. oxysporum, la fusión entre hifas vegetativas y la formación de 
agregados en cultivos líquidos se relaciona con el comportamiento virulento, ya 
que algunos mutantes avirulentos presentan graves deficiencias en estas 
características (Di Pietro et al. 2001a). En este trabajo se cuantificó 
microscópicamente el porcentaje de fusión de los mutantes en genes del 
metabolismo del glucógeno (Figura 31A). En la estirpe silvestre se observaron un 
25% de hifas fusionadas, al igual que en la mayor parte de los mutantes. Sin 
embargo, los mutantes ∆gdb1 solo mostraron un 13% de eventos de fusión. 
Además, se determinó su capacidad de aglutinación (Figura 31B), encontrándose 
que los mutantes ∆gdb1 y ∆gph1∆gdb1 presentaban aglutinados de menor 
tamaño que la estirpe silvestre y que el resto de los mutantes.  
Por otro lado, se realizaron ensayos de esporulación en medio líquido, 
adhesión a raíz de planta de tomate y traspaso de celofán sin observar 
diferencias entre los mutantes y la estirpe silvestre. 
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Figura 31. Fusión de hifas y aglutinación en mutantes del metabolismo del glucógeno. A. Los eventos 
de fusión se cuantificaron microscópicamente. Las barras representan el error estándar de tres 
réplicas independientes. . Los asteriscos indican diferencias significativas con los valores registrados 
en la estirpe silvestre (p < 0,05) B. Las imágenes son representativas de los agregados formados 
por las cepas indicadas.  
1.8. Virulencia en plantas de tomate y en el modelo animal G. 
mellonella 
Para determinar el papel del metabolismo del glucógeno durante la 
virulencia se realizaron ensayos de infección en plántulas de tomate con los 
mutantes obtenidos en este trabajo (Figura 32). Las raíces de plántulas de 14 
días (cultivar Moneymarker) se sumergieron en una suspensión con 5 x 106 
esporas/mL de la estirpe silvestre, de los mutantes ∆gnn1, ∆gls1, ∆gbe1, ∆gdb1 
y ∆gph1, y del doble mutante ∆gph1∆gdb1. Posteriormente se sembraron en 
semilleros independientes con vermiculita como sustrato y se evaluó el 
desarrollo de la enfermedad a lo largo de 2-3 semanas (Figura 32). El desarrollo 
de la enfermedad se monitorizó siguiendo dos aproximaciones. Por un lado, se 
registró el índice de enfermedad (Figura 32AC), que varía  de 1 (planta sana) a 
5 (planta muerta) (Huertas-Gonzalez et al. 1999). Además, se representó el 
porcentaje de supervivencia tras 35 días post-infección (López-Berges et al. 
2012) (Figura 32BD). Para cada ensayo se utilizaron 10 plantas por estirpe y se 
repitió al menos tres veces con resultados similares.  
La mayoría de las plantas infectadas murieron transcurridos 20 días de 
la infección (Figura 32AC). Sin embargo, las plantas inoculadas con los mutantes 
∆gdb1 y ∆gph1∆gdb1 redujeron significativamente su mortalidad (p<0,05), con 
un 25-40% de plantas vivas tras 20 días de infección. Además, a partir del día 
18, las plantas infectadas con los mutantes ∆gdb1 y ∆gdb1∆gdb1 formaron un 
grupo con un índice de infección significativamente menor (p<0,05) al resto de 
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las estirpes ensayadas, que no presentaron diferencias significativas con la 
silvestre (Figura 32BD).  
 
Figura 32. Incidencia de enfermedad en plántulas de tomate (cv. Moneymarker) causada por la 
estirpe silvestre (wt) y los mutantes ∆gnn1, ∆gls1, ∆gbe1, ∆gdb1 y ∆gph1 y ∆gph1∆gdb1. A y C. 
Supervivencia a lo largo de 30 días. En todos los casos se utilizaron controles con plantas no 
inoculadas. Los datos mostrados se corresponden a un experimento representativo. B y D. 
Desarrollo de la infección. El índice de enfermedad viene determinado por una escala donde 1 es 
planta sana y 5 es planta muerta (Huertas-Gonzalez et al. 1999); 
F. oxysporum ha demostrado ser un patógeno oportunista en 
determinadas especies animales, incluida el ser humano (Nucci & Anaissie 
2007). En trabajos previos, se ha descrino al organismo modelo G. mellonella 
como un sistema útil y rápido para el estudio de los mecanismo de virulencia de 
F. oxysporum en animales no vertebrados (Navarro-Velasco et al. 2011). Para 
determinar el papel del metabolismo del glucógeno en la virulencia sobre modelo 
animal, se ensayó la infección de los mutantes sobre larvas de G. mellonella 
(Figura 33). Para ello, se inyectaron en la hemolinfa del animal 1,6 x 105 esporas 
y se evaluó la infección durante 5 días a 30 ºC (ver Materiales y Métodos). La 
A B 
C D 
RESULTADOS 
Metabolismo del glucógeno en F. oxysporum 
105 
 
mayor parte de las larvas infectadas con la estirpe silvestre o con las estirpes 
mutantes murieron transcurridos 3 días de la inoculación (Figura 33). 
 
Figura 33. Incidencia de enfermedad en larvas de G. mellonella causada por la estirpe silvestre (wt) 
y los mutantes ∆gnn1, ∆gls1, ∆gbe1, ∆gdb1 y ∆gph1 y ∆gph1∆gdb1. En todos los casos se utilizaron 
como control larvas no inoculadas. Los datos mostrados se corresponden a un experimento 
representativo. 
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2. Autofagia en F. oxysporum 
El presente estudio se ha centrado en el papel de la autofagia en F. 
oxysporum f. sp. lycopersici  analizando el papel de Atg8 durante la degradación 
nuclear observada tras la fusión vegetativa entre hifas (Ruiz-Roldán et al. 2010) 
y su relevancia en virulencia, así como la localización de la proteína y la 
implicación en el crecimiento vegetativo del hongo. 
Los análisis se han realizado a partir de la interrupción dirigida del gen 
atg8 y la creación de la proteína de fusión GFP::Atg8. 
2.1. Identificación de genes responsables del proceso de 
autofagia 
Con la finalidad de identificar las proteínas implicadas en el proceso de 
autofagia en F. oxysporum, se realizó una búsqueda in silico mediante BLASTp 
en la base de datos del genoma de Fusarium 
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/).  
Se utilizaron proteínas  de S. cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/) 
descritas como implicadas en el proceso de autofagia. De esta manera, se 
identificaron en levaduras 38 proteínas relacionadas con autofagia (Tabla 14). 
Una de ellas (Atg26) no se encuentra relacionada con autofagia en S. cerevisiae 
pero sí en Pichia pastoris. De éstos 38 genes identificados, 26 presentan 
ortólogos en el genoma de F. oxysporum. Incluyendo a la proteína Atg8, 
semejante a la ubiquitina necesaria durante la nucleación de la vesícula, así 
como otras 9 proteínas implicadas en la inducción de autofagia y en la autofagia 
selectiva (Tabla 14). 
Tabla 14. Genes de F. oxysporum relacionados con autofagia. A menos que se indique lo contrario, 
la Identificación de genes ortólogos se realizó a partir de los descritos en Saccharomyces cerevisiae 
(http://www.yeastgenome.org/).  Los códigos de los genes de F. oxysporum y el parámetro E-value 
tras el análisis BLASTp se obtuvo directamente de la base de datos del hongo 
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/). 
Levadura F. oxysporum 
Proteína Gen Función Gen E-value 
Atg1 YGL180W Proteína quinasa Ser/Thr necesaria para la formación de vesículas FOXG_09345 0,0 
Atg2 YNL242W 
Proteína periférica de membrana necesaria 
para la formación de vesículas, interacciona 
con Atg9 
FOXG_05121 0,0 
Atg3 YNR007C Expansión de la vesícula, conjuga fosfatidil- 
etanolamina (PE) para Atg8 FOXG_03624 0.0 
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Tabla 14. Continuación. 
Levadura F. oxysporum 
Proteína Gen Función Gen E-value 
Atg4 YNL223W Expansión de la vesícula, cisteína proteasa que elimina el extremo carboxilo de Atg8 FOXG_08170 0,0 
Atg5 YPL149W 
Expansión de la vesícula, junto con Atg12 
forma un complejo implicado en la lipidación 
de Atg8 
FOXG_05412 0,3 
Atg6 YPL120W Selección de proteínas de la vacuola, componente del complejo Vps34 FOXG_00995 3,7 e-4 
Atg7 YHR171W 
Expansión de la vesícula, media en la 
conjugación de Atg12 con Atg5 y Atg8 FOXG_05141 0,0 
Atg8 YBL078C 
Proteína tipo ubiquitina conjugada a 
conjuga fosfatidil- etanolamina (PE) 
implicada en la expansión del fagóforo 
FOXG_12665 0,0 
Atg9 YDL149W 
Proteína integral de membrana, 
interacciona con Atg2, implicado en la 
formación de vesículas de autofagia 
FOXG_08161 0,0 
Atg10 YLL042C Expansión de la vesícula, media en la formación del conjugado Atg12-Atg5 FOXG_00436 8,5 e-23a 
Atg11 YPR049C 
Proteína periférica de membrana necesaria 
para el transporte de aminopectidasa I entre 
vacuolas, necesaria para la pexofagia 
(degradación de peroxisomas) 
FOXG_00674 3,0 e -3 
Atg12 YBR217W 
Expansión de la vesícula, proteína tipo 
ubiquitina conjugada con Atg5 para formar 
el complejo responsable de la lipidación de 
Atg8 
FOXG_05928 1,1 e-11 
Atg13 YPR185W Componente del complejo de Atg1 FOXG_03295 8.9 e -8 
Atg14 YBR128C Nucleación de la vesícula, componente del complejo Vps34 Sin ortólogo  
Atg15 YCR068W 
Lipasa responsable de la lisis vacuolar de 
cuerpos autofagocíticos FOXG_10547 0,0 
Atg16 YMR159C Expansión de la vesícula, componente del complejo Atg5-Atg12 FOXG_10482 0,003 
Atg17 YLR423C Inducción de autofagia, organización de la 
estructura pre-autofagosomal FOXG_17742 2,6 e
 -6
 
Atg18 YFR021W Transporte a la vacuola, proteína integral de 
membrana, interacciona con Atg2 y Atg9 FOXG_13945 0,0 
Atg19 YOL082W Receptor de autofagia implicado en la ruta de transporte citoplasma-vacuola Sin ortólogo  
Atg20 YDL113C Implicada en la ruta de transporte 
citoplasma-vacuola, pexofagia FOXG_01866 3,3 e
 -27
 
Atg21 YPL100W Implicada en la ruta de transporte 
citoplasma-vacuola Sin ortólogo  
Atg22 YCL038C 
Permeasa, relacionada con la degradación 
citosólica de productos procedentes de la 
vacuola 
FOXG_00164 0,0 
Atg23 YLR431C Implicada en la ruta de transporte 
citoplasma-vacuola Sin ortólogo  
Atg24 YJL036W Nexina, implicada en la ruta de transporte citoplasma-vacuola FOXG_05774 0,0 
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Tabla 14. Continuación. 
Levadura F. oxysporum 
Proteína Gen Función Gen E-value 
Atg26 YLR189C 
Esterol glucosiltransferasa implicada en 
pexofagia en P. pastoris pero no en S. 
cerevisiae 
FOXG_04063 0,0 
Atg27 YJL178C Proteína de membrana necesaria para la 
ruta de transporte citoplasma-vacuola FOXG_11124 0,06 
Atg28 XP_001821228b Degradación de peroxisomas FOXG_15443 2,3 e
 -22
 
Atg29 YPL166W Inducción de autofagia, interacciona con Atg17 FOXG_06075 1,3 e
 -4
 
Atg30 c CCA39286 Receptor de pexofagia Sin ortólogo  
Atg31 YDR022C Inducción de autofagia, organización de la estructura pre-autofagosomal Sin ortólogo  
Atg32 YIL146C Receptor de autofagia relacionando con la 
mitofagia (degradación de mitochondria) Sin ortólogo  
Atg33 YLR356W Implicado en mitofagia FOXG_00506 9,1 e -5 
Atg34 YOL083W Implicado en la ruta de transporte 
citoplasma-vacuola Sin ortólogo  
Atg35 d C4QVX6 Implicado en pexofagia Sin ortólogo  
Atg36 YJL185C Implicado en pexofagia Sin ortólogo  
Atg37 C4R8D7 Implicado en pexofagia FOXG_07986 7,1 e -29 
Atg38 Q05789 Implicado en la ruta de transporte citoplasma-vacuola Sin ortólogo  
a E-value en relación a Atg10 de A. oryzae. b  Atg28 de A. oryzae. c Atg30 de Pichia pastoris,. d  Atg35 
de P. pastoris,. e Atg37 de P. pastoris. 
El ortólogo Atg8 en F. oxysporum, FOXG_12665, determina una proteína 
de 120 aminoácidos con una masa molecular de 14,037 kDa.  La secuencia de 
aminoácidos deducida se utilizó para construir alineamientos con otras  proteínas 
Atg8 de hongos filamentosos y levaduras (Figura 34). Así, la proteína Atg8 de F. 
oxysporum presenta una alta identidad con los ortólogos de  F. graminearum 
(98,3%), A. niger (98,3%), N. crassa (97,5%) Podospora anserina (95,8%), 
Gaeumannomyces graminis (94,2%), M. oryzae (93,3%), U. maydis (85,6%), y 
S. cerevisiae (78,6%). 
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Figura 34. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de Atg8 procedentes de: A. niger 
(An07g10020), A. oryzae (XP_001727929), F. oxysporum (FOXG_12665), F. graminearum 
(FGSG_10740), G. graminis (EJT79244), M. oryzae (FJ374667), N.crassa (XP_956248), S. 
cerevisiae (YBL078C) y U. maydis (UM05567). Con un estrella se señala el residuo G116, donde se 
proteoliza Atg8. 
2.2. Obtención de mutantes afectados en autofagia 
2.2.1.  Interrupción dirigida atg8 en el fondo genético H1::ChFP 
Para conocer el papel biológico de atg8 en F. oxysporum se delecionó 
el gen mediante su reemplazamiento por el cassette HygR utilizando la técnica 
del Split Marker (Catlett et al. 2003) en el fondo genético H1::ChFP (Ruiz-Roldán 
et al. 2010), que contiene la histona H1 fusionada a la proteína de fluorescencia 
del rojo cerezo (ChFP) y el cassette PhlR, que se utilizará en posteriores 
experimentos como estirpe de referencia. 
Se diseñaron cebadores específicos para amplificar por PCR, 
fragmentos de 1 kb flanqueantes de los extremos 5’ y 3’de la ORF. Cada 
fragmento, por separado, se fusionó al 75 % del cassette HygR mediante PCR 
de fusión (Carroll et al. 1994), resultando dos fragmentos solapantes. Ambos se 
utilizaron para transformar protoplastos de la estirpe receptora (H1::ChFP) 
(Malardier et al. 1989, Pradel & Ewbank 2004), y reemplazar el gen diana por el 
cassette HygR. Los transformantes obtenidos se seleccionaron mediante doble 
resistencia a higromicina y fleomicina. 
Para confirmar los  recombinantes homólogos (∆atg8), se analizó su 
ADN mediante PCR con oligonucleótidos externos e internos a la construcción 
(Figura 35AB). Los transformantes #3, #4, #6, #7, #9 y #10 mostraron la 
amplificación esperada de ambas secuencias flanqueantes.  
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Figura 35. Interrupción dirigida del gen atg8. A. Las flechas indican los cebadores usados para 
amplificar por PCR los fragmentos fusionados. B. Amplificación por PCR de las regiones 
flanqueantes a la delección en la estirpe silvestre (wt) y en los transformantes utilizando los 
oligonucleótidos atg8-1 e hyg-G (3’) o hyg-Y y atg8-4 (5’) (Tabla 5).C. Análisis Southern del ADNg 
tratado con Bam HI usando la sonda indicada. Los números indican tamaños en kb. 
Además, los mutantes se comprobaron mediante análisis Southern. El 
ADNg de los transformantes tratado con Bam HI (Figura 35AC) se hibridó con 
una sonda de la región terminadora del gen. Los transformantes #3, #9 y #10 
mostraron una banda de hibridación de 6,8 kb, mayor a la silvestre de 3,9 kb, 
coincidiendo con lo esperado al tratarse de recombinantes homólogos (Figura 
35C) y se han utilizado en los ensayos posteriores. 
2.2.2.  Complementación del mutante ∆atg8 
Con la finalidad de complementar el mutante ∆atg8 se cotransformaron 
los protoplastos del mutante ∆atg8 con una copia funcional del alelo silvestre 
atg8 junto con el cassette de resistencia a nourseotricina (NatR) (Figura 36A). 
Los transformantes obtenidos se seleccionaron mediante triple resistencia a 
higromicina, fleomicina y nourseotricina. Además se confirmaron por PCR 
mediante amplificación de la región codificante atg8 (Figura 36B) y, 
posteriormente, por complementación del fenotipo.  
A 
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Figura 36. Complementación del mutante ∆atg8. A. Estrategia de complementación mediante 
cotransformación con el alelo silvestre y el cassette NatR como marcador de resistencia. B. 
Comprobación de los transformantes complementados c1, c2, c3 y c4, usando la estirpe silvestre 
(wt) y el mutante ∆atg8 como controles, mediante PCR con oligonucleótidos de la región codificante 
de atg8- (atg8-9 y atg8-10) 
Los transformantes #1, #2, #3 y #4 (denominados complementados c1, 
c2, c3 y c4) mostraron una banda de amplificación por PCR idéntica a la silvestre, 
mientras que el mutante ∆atg8 no mostró ninguna banda. Este resultado, junto 
con las complementaciones fenotípicas descritas más adelante, indica que son 
complementados c∆atg8. Durante el desarrollo de este trabajo, se ha utilizado el 
transformante #1 como c∆atg8. 
2.2.3.  Construcción de la estirpe GFP::Atg8 sobre fondo genético ∆atg8 
(H1::ChFP) 
Para conocer la localización subcelular de Atg8 en F. oxysporum la ORF 
se fusionó en 3’ a la proteína de fluorescencia verde (GFP) bajo el control de su 
promotor endógeno. Esta construcción, junto con el cassette NatR, se utilizaron 
para transformar protoplastos del mutante ∆atg8. 
Para la construcción se amplificó con los oligonucleótidos atg8-11N y 
atg8-12X, que contenían dianas para las enzimas Nsi I, y Xma I respectivamente, 
la ORF de atg8 a partir de ADNc. El producto de PCR resultante se clonó en 
A 
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pGEMT (Promega) y de ahí se traspasó al vector de A. nidulans p1902 (cedido 
por el Dr. M. A. Peñalva, CIB-CSIC) previamente linealizado con Nsi I y Xma I 
(Figura 37A). El vector resultante contenía la secuencia codificante de GFP 
fusionada en fase a Atg8 bajo el control del promotor de PgpdA (atg8/p1902, 
Figura 37A). Este plásmido se utilizó como molde para amplificar por PCR, con 
los oligonucleótidos GFP-atg8-5E, correspondientes a los 8 primeros codones 
de la GFP más el sitio Eco RI, y Tgpda-1 del terminador de gpdA. El fragmento 
de ADN amplificado se clonó en pGEMT, generando el plásmido 
Gfp::Atg8/pGEMT (Figura 37B). Por otro lado, la región promotora de atg8 se 
amplificó con los oligonucleótidos atg8-17E y atg8-18E, conteniendo ambos un 
sitio de restricción Eco RI, a partir de ADNg. El producto de PCR resultante se 
clonó en pGEMT (Figura 37C) y, tras tratamiento con Eco RI se pasó a 
gfp::atg8/pGEMT para dar Patg8::GFP::Atg8/pGEMT, (Figura 37D). 
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Figura 37. Construcción de la fusión GFP::atg8. A. El fragmento atg8 amplificado del ADNc con los 
oligonucleótidos indicados con sitios Nsi I y Xma I se clonó en el vector p1902 bajo el control del 
promotor y terminador de gpdA de A. nidulans. Este plásmido se amplificó con los cebadores GFP-
atg8-5E (sitio Eco RI) y Tgpda-1. El producto se clonó en pGEMT, dando como resultado 
GFP::Atg8/pGEMT (B). C. La región promotora de atg8 se amplificó a partir de ADNg usando los 
oligonucleótidos atg8-17E y atg8-18E, conteniendo ambos un sitio Eco RI, y se clonó en pGEMT. D. 
Fusión de la región promotora de atg8 con el resto de la construcción para generar el plásmido 
Patg8::GFP::Atg8/pGEMT. Las posiciones de los oligonucleótidos se indican mediante flechas. 
 
A 
B C 
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Finalmente, el plásmido Patg8::GFP::Atg8/pGEMT se amplificó 
mediante PCR, utilizando los oligonucleótidos M13for y M13rev, obteniéndose 
un fragmento de 3,4 kb que fue utilizado para cotransformar junto con el cassette 
NatR los protoplastos del mutante ∆atg8. Los transformantes obtenidos se 
seleccionaron mediante triple resistencia a higromicina, fleomicina y 
nourseotricina. Se verificó por PCR (Figura 38) y por observación de 
fluorescencia la inserción de la construcción. El ADNg de los transformantes se 
analizó por PCR con los cebadores GFP-atg8-5E y atg8-12X. La Figura 38B 
muestra que el transformante #10 presenta la banda de amplificación del tamaño 
esperado. Además, se observó la complementación del fenotipo. El 
transformante #10 se ha utilizado para los experimentos posteriores de 
localización subcelular de atg8 en F. oxysporum, al que denominamos ∆atg8 
GFP::Atg8. 
 
Figura 38. Comprobación de los transformantes gfp::atg8. A. Esquema del fragmento de ADN 
utilizado para cotransformar junto con NatR protoplastos de la estirpe ∆atg8. B. PCR con los 
oligonucleótidos indicados GFP-atg8-5E y atg8-12X de los transformantes indicados, la estirpe ∆atg8 
(control -), y el plásmido Patg8::GFP::Atg8/pGEMT (control +). Las posiciones de los oligonucleótidos 
se indican mediante flechas. 
2.3. Análisis de autofagia en los mutantes ∆atg8 
Con el fin de estudiar el papel de atg8 durante la autofagia en F. 
oxysporum, se indujo dicho proceso en las estirpes ∆atg8, en la complementada 
y en la estirpe silvestre (H1::ChFP). Para ello, se transfirieron germínulas de 15 
horas a medio mínimo (SM) sin fuente de nitrógeno durante 1 hora al estar 
descrito que en F. graminearum la ausencia de nitrógeno induce autofagia 
(Josefsen et al. 2012). Además, se realizó en presencia y ausencia de fluoruro 
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de fenilmetilsulfonilo (PMSF), un inhibidor de serina proteasas que afecta al 
transporte vacuolar. Posteriormente, se tiñeron las germínulas con 
dansilcadaverina (MDC), un indicador de la actividad autofagocítica que se 
acumula en el interior de las vacuolas (Figura 39). 
 
Figura 39. Inducción de autogafia en las estirpes de F. oxysporum indicadas. Las fotos muestran 
hifas de 15 horas tras 60 minutos en ausencia de niógeno, con (+) o sin (-) PMSF, y teñidas con 
dansilcadaverina (MDC). Las flechas indican núcleos degradados. La longitud de las barras equivale 
a 20 µm.  
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La estirpe silvestre (wt) y la complementada c∆atg8 presentaron 
fluorescencia MDC en vacuolas en presencia de PMSF, y en el citoplasma sin 
PMSF. Sorprendentemente, la mayoría de las células positivas en tinción MDC 
carecían de núcleos o mostraban ADN degradado. Como se esperada, los 
mutantes ∆atg8 no presentaron tinción MDC (Figura 39). 
2.4. Localización subcelular de la proteína Atg8 durante el 
proceso de autofagia 
Para investigar la localización subcelular de Atg8 en se fusionó el 
extremo 5´ del gen a la secuencia codificante de la proteína verde de 
fluorescencia bajo el promotor endógeno. Esta construcción se introdujo en un 
fondo genético ∆atg8 y se comprobó la complementación del fenotipo silvestre. 
Se observó microscópicamente la localización celular de Atg8 en la 
estirpe ∆atg8 GFP::Atg8 bajo condiciones de inducción de autofagia (SM sin 
fuente de nitrógeno). Para ello, se incubaron germínulas de 15 horas durante 1 
hora sin nitrógeno, se tiñeron con MDC para detectar la formación de 
autofagosomas y se observaron al microscopio de fluorescencia (Figura 40).  
 
Figura 40. Localización de GFP::Atg8 en condiciones de inducción de autofagia. Hifas del mutante 
∆atg8 GFP::Atg8 tras inducción en autofagia y teñidas con MDC. Las flechas indican la ausencia o 
degradación nuclear (flechas rojas) y la localización en gránulos de GFP::Atg8 (flechas blancas). La 
longitud de las barras equivale a 20 µm.   
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El análisis microscópico reveló la localización de GFP::Atg8 en gránulos 
alrededor de los núcleos con fuerte fluorescencia verde (GFP). Además la tinción 
MDC coincidió con la ausencia de fluorescencia verde y la ausencia o 
degradación de núcleos. 
2.5. Crecimiento vegetativo y esporulación de los mutantes ∆atg8 
Se ha descrito que los defectos en el proceso de autofagia conllevan una 
disminución del crecimiento vegetativo y de la esporulación en diferentes 
especies fúngicas (Kikuma et al. 2006, Richie et al. 2007, Bartoszewska & Kiel 
2011, Josefsen et al. 2012, Duan et al. 2013, Nitsche et al. 2013). Por lo que se 
analizaron ambos fenotipos en la estirpe silvestre, en los mutantes ∆atg8 y en el 
complementado c∆atg8. 
En primer lugar se analizó el crecimiento vegetativo en medios sólidos: 
rico PDA, mínimo SM sin diluir y diluido 1000 veces. Se depositaron las esporas 
(103) en el centro de la placa y se determinó el crecimiento a lo largo de los días 
(Figura 41).  
Durante el crecimiento en PDA, los mutantes ∆atg8 mostraron menos 
micelio aéreo que la estirpe silvestre recuperándose el fenotipo en el 
complementado (Figura 41A). En el resto de los medios ensayados, el aspecto 
de la colonia fue similar en las diferentes estirpes, colonias irregulares en SM sin 
diluir y muy baja densidad de micelio en SM diluido 1000 veces (Figura 41BC). 
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Figura 41. Crecimiento vegetativo de los mutantes atg8. A. Imágenes representativas del fenotipo 
de las estirpes indicadas durante su crecimiento en PDA, SM y SM diluido 1:1000 tras los días 
indicados. B. Diámetro de la colonia de las estirpes indicadas durante su crecimiento en PDA. C. 
Área de la colonia durante su crecimiento en SM. D. Diámetro de la colonia durante su crecimiento 
en SM diluido 1000 veces. Las barras representan el error estándar de tres réplicas independientes. 
Se contabilizó la esporulación sobre medio sólido, encontrándose que el 
número de esporas producidas sobre la superficie de las colonias fue siempre 
en las estirpes silvestre y complementada mayor que en los mutantes ∆atg8: 10 
veces mayor en PDA (Figura 42A), 5 veces mayor en SM (Figura 42B) y 200 
veces mayor en SM 1000 veces diluido (Figura 42C). 
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Figura 42. Esporulación en los mutantes ∆atg8 sobre medio sólido. A. Esporas recogidas tras 10 
días de crecimiento sobre PDA. B. Esporas recogidas tras 15 días de crecimiento sobre SM. C. 
Esporas recogidas tras 10 días de crecimiento sobre SM 1:1000. Las barras representan el error 
estándar de tres réplicas independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas con 
respecto a la estirpe silvestre (p<0,05). 
También se determinó la esporulación en medio líquido rico (PDB) y en 
medio mínimo SM (sin diluir) y SM diluido 1000 veces (Figura 43). Al igual que 
lo observado sobre medio sólido, la esporulación de las estirpes ∆atg8 fue 
siempre menor a la de la estirpe silvestre o la complementada: 4 veces mayor 
en PDB (Figura 43A), 1000 veces mayor en SM (Figura 43B) y hasta 20 veces 
mayor en SM diluido 1000 veces (Figura 43C). 
 
Figura 43. Esporulación de los mutantes ∆atg8 en medio líquido. Se inocularon 1,25 x 108 esporas 
y se incubaron a 28 ºC en agitación. A. Esporas recogidas tras 2 días en PDB. B. Esporas recogidas 
tras 7 días en SM. C. Esporas recogidas tras 7 días en SM 1:1000. Las barras representan el error 
estándar de tres réplicas independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas con 
respecto a la estirpe silvestre (p<0,05). 
2.6. Dinámica y distribución de núcleos en los  mutantes ∆atg8 
Durante el crecimiento vegetativo de F. oxysporum, la actividad mitótica 
se concentra en las células apicales de las hifas (Ruiz-Roldán et al. 2010). Con 
el fin de conocer si el déficit de crecimiento mostrado en los mutantes ∆atg8 
estaba relacionado con deficiencias en la actividad mitótica, se observaron las 
A B C 
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hifas del hongo al microscopio tras tinción con blanco calcoflúor (CFW) y DAPI 
para contabilizar el número de núcleos por célula (Figura 44).  
 
 
Figura 44. Cuantificación de núcleos por célula en las estirpes de F. oxysporum indicadas. A partir 
de germínulas de 15 horas en PDB. A. Porcentaje de células con un número igual o superior a dos 
núcleos. Las barras indican el error estándar de tres réplicas independientes. Los asteriscos indican 
diferencias significativas con respecto a la estirpe silvestre (p<0,05) B.  Fotografías de las germínulas 
tras tinción con CFW. Las flechas indican células con más de un núcleo.  La longitud de las barras 
equivale a 20 µm. 
La estirpe silvestre y la complementada presentaron un 98% de células 
uninucleadas. Sin embargo, los mutantes ∆atg8 mostraron entre el 12%-15% de 
células con más de un núcleo (Figura 44A). Además, las células multinucleadas 
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de los mutantes ∆atg8 se encontraron con más frecuencia en las regiones 
subapicales de las hifas (Figura 44B).  
Por otro lado, se realizaron películas de microscopía para analizar la 
dinámica nuclear durante la división mitótica. En los mutantes ∆atg8 algunos 
núcleos presentaron mayor tamaño que en la estirpe silvestre. Además, se 
observaron divisiones nucleares que daban lugar a células con más de dos 
núcleos (Figura 45). Por el contrario, el patrón mitótico de la estirpe c∆atg8 fue 
similar al silvestre. 
 
 
Figura 45. Imágenes tomadas de las películas de microscopía realizadas. A. Núcleo apical 
mostrando un incremento de fluorescencia (flecha blanca) que origina una célula con tres núcleos 
(flecha negra). B. División de un núcleo apical (flecha blanca) que da lugar a dos núcleos (flecha 
verde). Uno de los núcleos se dividió de nuevo (flecha negra) antes de la formación del septo (flecha 
amarilla) dando lugar a una célula subapical con dos núcleos (asterisco). La longitud de las barras 
equivale a 20 µm.   
B 
A 
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2.7. Fusión de hifas entre los mutantes ∆atg8 
La fusión entre hifas es un proceso relacionado con la virulencia en F. 
oxysporum (Di Pietro et al. 2001a) y que está altamente regulado, requiriendo el 
reconocimiento entre células y el correcto funcionamiento de las rutas de 
señalización celular (Leeder et al. 2011). El proceso es complejo e implica 
diferentes eventos, como la mitosis de la célula invasora y la migración de uno 
de sus núcleos a la receptora, seguida de la degradación del núcleo residente 
(Ruiz-Roldán et al. 2010). 
En este trabajo se ha cuantificado mediante observación microscópica 
la fusión entre hifas de la estirpe silvestre, de la complementada y de los 
transformantes ∆atg8 (Figura 46). Con el fin de observar la dinámica de los 
núcleos durante la fusión con la estirpe ∆atg8 se utilizó una estirpe con la histona 
H1 fusionada a la proteína verde fluorescente (GFP)  
 
Figura 46. Fusíon de hifas en los mutantes ∆atg8 de F. oxysporum. A. Los eventos de fusión se 
cuantificaron microscópicamente. Las barras representan el error estándar de tres réplicas 
independientes. “A”, “B” y “C” representan grupos significativamente diferentes (p<0,05). B. 
Fotografías de los eventos de fusión representativos (flecha flanca) en cada estirpe individual, así 
como en la mezcla ∆atg8 y H1::GFP. La longitud de las barras equivale a 20 µm. 
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Para ello, se inocularon 106 esporas en medio de fusión sólido y se 
incubaron 10 horas a 28 ºC. El porcentaje de fusión en las estirpes silvestre y 
complementada alcanzó el 12 % mientras que los mutantes ∆atg8 no superaron 
el 2 %. La fusión entre las estirpes H1::GFP y ∆atg8 resultó sobre el 4% de fusión 
(Figura 46A).  
Por otro lado, en la estirpe silvestre y en la complementada se 
observaron siempre 2 o 3 núcleos en cada evento de fusión, sin embargo, la 
mayoría de las fusiones observadas en las estirpes ∆atg8 presentaban 
compartimentos con más de 3 núcleos (Figura 46B). Además, en la fusión entre 
las estirpes ∆atg8 y H1::GFP (∆atg8 x H1::GFP, Figura 46B) se encontraron 
núcleos amarillos y rojos además de eventos de degradación nuclear.  
2.8. Virulencia de los mutantes ∆atg8 en plantas de tomate y en el 
modelo animal G. mellonella 
F. oxysporum, además de ser virulento para especies vegetales, ha 
demostrado ser un patógeno oportunista en animales, entre ellos la especie 
humana (Nucci & Anaissie 2007). Para determinar el papel de Atg8 en la 
virulencia de se realizaron ensayos de infección sobre plántulas de tomate y 
sobre larvas del insecto G. mellonella, un sistema útil y rápido para el estudio de 
la virulencia en animales (Navarro-Velasco et al. 2011). Para ello, se infectaron 
tanto las raíces de plántulas de tomate de 14 días como la hemolinfa de larvas 
de G. mellonella con la estirpes silvestre, la complementada y los mutantes ∆atg8 
(Figura 47). 
Las plantas de tomate inoculadas con la estirpe silvestre y con la 
complementada mostraron síntomas de marchitez progresivas seguido por la 
muerte de todas las plantas tras 27 días de infección (Figura 47A). Sin embargo, 
las plantas inoculadas con mutantes ∆atg8 retrasaron significativamente el 
desarrollo de los síntomas, y alrededor del 60-70% sobrevivieron tras 30 días de 
infección (p < 0,05). 
Por otro lado, las larvas de G. mellonella, infectadas con la estirpes 
silvestre y con la complementada murieron transcurridos 3-5 días de la infección 
(Figura 47B). Por el contrario, los mutantes ∆atg8 mostraron una reducción de la 
mortalidad significativa (p < 0,05) con más del 70% de las larvas vivas tras 8 días 
de infección. 
TESIS DOCTORAL                                                                          Cristina Corral Ramos 
124 
 
 
Figura 47. Virulencia de los mutantes ∆atg8 de en plántulas de tomate y en larvas de G. mellonella. 
A. Incidencia de enfermedad en plántulas de tomate causada por las estirpes indicadas. 
Supervivencia a lo largo de 30 días. En todos los casos se utilizaron como control plantas no 
inoculadas. B. Infección en larvas de G. mellonella. En todos los casos se utilizaron como control 
larvas no inoculadas. Todos los experimentos se llevaron a cabo al menos tres veces con resultados 
similares. Los datos mostrados se corresponden a un experimento representativo
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3. Relación entre el metabolismo del glucógeno y la 
autofagia en F. oxysporum 
En esta última parte del trabajo, hemos analizado la vinculación entre el 
metabolismo del glucógeno y la autofagia en F. oxysporum. Para ello se ha 
cuantificado la acumulación de glucógeno en el mutante deficiente en autofagia 
(∆atg8). Además, se ha ensayado la capacidad de desarrollar autofagia en los 
principales mutantes del metabolismo del glucógeno (∆gnn1 y ∆gdb1∆gph1). 
3.1. Acumulación de glucógeno en el mutante ∆atg8 
El proceso de autofagia está íntimamente ligado con la degradación 
vacuolar de glucógeno (Wang et al. 2001). Por ello, en este trabajo, se ha 
estudiado la implicación de Atg8 en la acumulación de glucógeno celular. Se ha 
cuantificado la acumulación de glucógeno en las estirpes ∆atg8 #10 y c∆atg8 en 
comparación con la estirpe silvestre y con el doble mutante ∆gph1∆gdb1 #2 del 
catabolismo del glucógeno. Los niveles intracelulares de glucógeno acumulado 
a lo largo de 6 días de crecimiento en SM se muestran en la Figura 48. 
 
Figura 48. Acumulación de glucógeno en las estirpes silvestre, ∆gph1∆gdb1 #2, ∆atg8 #10 y c∆atg8 
a lo largo de 6 días. Las barras representan el error estándar de tres réplicas independientes. 
El patrón de acumulación de glucógeno en el mutante ∆atg8 resultó ser 
diferente del silvestre y del doble muntante ∆gph1∆gdb1 (Figura 48). A tiempo 0 
(esporas) el glucógeno intracelular en el mutante ∆atg8 resultó ser 3 veces 
inferior al silvestre, sin embargo, aumentó en las primeras 24 horas hasta 
alcanzar valores similares al resto. A partir de ese momento, la concentración de 
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glucógeno intracelular disminuyó progresivamente en el mutante ∆atg8 llegando 
al 20% del silvestre al sexto día de crecimiento. Sin embargo, en la estirpe 
complementada c∆atg8 se observó una acumulación de glucógeno con valores 
comprendidos entre el silvestre y el mutante doble ∆gph1∆gdb1. 
3.2. Implicación del metabolismo del glucógeno durante el 
proceso de autofagia 
Para determinar la implicación del glucógeno durante el proceso de 
autofagia se estudió la formación de autofagosomas en dos mutantes en la ruta 
de glucógeno. Por un lado el mutante de la glucogenina (∆gnn1), proteína 
iniciadora de la síntesis de glucógeno, y por otro, el doble mutante en la 
glucógeno fosforilasa y la enzima desramificadora (∆gph1∆gdb1), proteínas 
responsables de la degradación citosólica de glucógeno. Se analizaron la estirpe 
silvestre y el mutante ∆atg8 como controles positivo y negativo, respectivamente. 
Para ello, germínulas de 15 horas se incubaron durante 60 minutos en 
SM sin nitrógeno, en presencia y ausencia de PMSF. Se tiñeron las germínulas 
con MDC para localizar la formación de autofagosomas en las estirpes 
ensayadas: silvestre (wt), ∆gnn1, ∆gph1∆gdb1 #2 y ∆atg8 #10 (Figura 49).  
Como se observa en la Figura 49, ninguno de los mutantes del 
metabolismo del glucógeno difieren del silvestre, los tres presentaron 
fluorescencia tras tinción MDC en las vacuolas, en presencia de PMSF, y 
disperso, sin PMSF. Como se había observado anteriormente, el mutante ∆atg8 
no presentó tinción MDC. 
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Figura 49. Inducción de autogafia en las estirpes de F. oxysporum indicadas. Las fotos muestran 
hifas de 15 tras 1 hora en SM sin niógeno, con (+) o sin (-) PMSF, y teñidas con dansilcadaverina 
(MDC). Las flechas blancas indican células con núcleos degradados. La longitud de las barras 
equivale a 20 µm. 
 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN 
 
  
  
 
DISCUSIÓN 
El metabolismo del glucógeno participa en la virulencia de F. oxysporum 
 
131 
 
1. El metabolismo del glucógeno participa en la virulencia 
de F. oxysporum 
El papel de los principales polisacáridos de reserva, glucógeno y 
almidón, ha sido ampliamente revisado en animales y plantas (Keeling & Myers 
2010, Roach et al. 2012) sin embargo, en eucariotas inferiores tan sólo en S. 
cerevisiae y en N. crassa existe una descripción detallada de esta molécula. En 
levaduras, su función, biosíntesis y acumulación se ha revisado detalladamente 
(Wilson et al. 2010b), y los datos revelan complejos sistemas de regulación, 
siendo el contenido de glucógeno función de la respuesta a muchos cambios 
ambientales. En términos generales, en N. crassa el glucógeno se acumula 
durante la fase exponencial de crecimiento (de Paula et al. 2002), y en levaduras, 
durante la fase diaúxica de crecimiento o en respuesta a condiciones limitantes 
de carbono, nitrógeno, azufre o fósforo, y se hidroliza en privación de carbono 
(Francois & Parrou 2001).  
A efectos prácticos, la acumulación de glucógeno mejora la 
supervivencia, ya que se utiliza como respuesta al estrés y como 
almacenamiento de energía durante la gemación y la esporulación, dando 
ventajas reproductivas a las células (Ramaswamy et al. 1998, de Paula et al. 
2002, Rúa et al. 2008, Cupertino et al. 2012). Además, durante la fase tardía del 
crecimiento la concentración de glucógeno intracelular disminuye gradualmente, 
lo que indica que esta reserva de carbono estaría implicada en la biosíntesis de 
otra fuente de energía como la trehalosa, sirviendo para la esporulación (Kane 
& Roth 1974). En A. niger, la actividad en las principales enzimas del 
metabolismo del glucógeno, sintasa y fosforilasa, se relacionan con la 
acumulación de glucógeno a lo largo del tiempo (Mattey & Allan 1990) además, 
los niveles intracelulares de glucógeno aumentan simultáneamente a las 
especies reactivas de oxígeno tras un aumento brusco de la temperatura 
(Abrashev et al. 2008). 
Al igual que en levaduras y hongos, en cianobacterias el glucógeno se 
utiliza como fuente de carbono y energía en condiciones de estrés y de limitación 
de nutrientes (Grundel et al. 2012) encontrándose relacionado con el 
metabolismo del nitrógeno a través de un regulador común (Liu & Yang 2014).  
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En hongos patógenos la función del metabolismo del glucógeno es poco 
conocida. Debido impacto económico generado por las infecciones del hongo F. 
oxysporum, el estudio de su metabolismo presentan un gran interés. El 
glucógeno, al ser el principal polisacárido de reserva, podría ser relevante en el 
desarrollo de infecciones en la naturaleza ya que en muchas ocasiones el hongo 
sobrevive largo tiempo sin su hospedador. Además, las deficiencias relacionadas 
con esporulación y tasa de crecimiento en células incapaces de sintetizar 
glucógeno descritas en P. blakesleeanus podrían reproducirse en F. oxysporum. 
Por lo tanto, en este estudio se presenta la caracterización del metabolismo del 
glucógeno en F. oxysporum f. sp. lycopersici así como su relevancia durante el 
comportamiento virulento. 
El genoma de F. oxysporum contiene ortólogos de todos los genes 
relacionados con el metabolismo del glucógeno  
En este trabajo se han identificado los 5 genes presumiblemente 
responsables del metabolismo del glucógeno ortólogos a los descritos en S. 
cerevisiae (Giaever et al. 2002) mediante el análisis in silico del genoma de F. 
oxysporum. Los genes responsables de la síntesis de glucógeno: FOXG_04251 
glucogenina (gnn1), FOXG_ 02003 glucógeno sintasa (gls1) y FOXG_13927 
enzima ramificadora de glucógeno (gbe1), y los genes implicados en su 
degradación: FOXG_08364 enzima desramificadora de glucógeno (gdb1) y 
FOXG_19221 glucógeno fosforilasa (gph1). Además, se han realizado 
alineamientos con las secuencias de aminoácidos de las principales especies 
fúngicas en las que el metabolismo del glucógeno ha sido estudiado: N. crassa 
y M. oryzae, encontrándose una elevada identidad en la mayoría de los casos 
(Tabla 13). Los valores de identidad obtenidos corroboran el alto grado de 
conservación de esta ruta metabólica, presente en la mayoría de los organismos 
eucariotas.  
Además, a diferencia de lo observado en levaduras y otros eucariotas, 
F. oxysporum no presenta parálogos de ninguno de los genes, encontrándose 
una sola copia de cada gen. Por lo tanto, para llevar a cabo la caracterización 
pormenorizada del metabolismo del glucógeno, se han generado mutantes 
dirigidos de los cinco genes, además de un doble mutante en los genes 
responsables del catabolismo.  
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La acumulación de glucógeno es exponencial en las primeras fases 
de crecimiento y depende de las proteínas Gnn1, Gls1 y Gbe1 
Similarmente a lo observado en otros organismos como N. crassa, en F. 
oxysporum se ha encontrado que tanto la acumulación del glucógeno como de 
la trehalosa se incrementa de manera constante en los primeros 9 días de 
crecimiento, mientras que la glucosa libre desaparece completamente tras 2 
días, coincidiendo con el pico de máximo peso seco (Figura 24 y Figura 25) y 
cuando la esporulación parece entrar en fase estacionaria (Ruiz-Roldan et al. 
2015). Además, no se ha observado un consumo elevado de glucógeno o 
trehalosa a pesar de que tras agotarse la glucosa del medio se mantuvieran más 
de 10 días en ausencia de fuente de carbono. Este comportamiento 
probablemente se deba a que el hongo entra en un estado de latencia 
conservando las reservas de polisacáridos y manteniendo constante su 
biomasa. 
Como era de esperar, los mutantes afectados en glucogenina, 
glucógeno sintasa o enzima ramificadora de glucógeno no acumularon 
glucógeno. Apoyando el hecho de que en F. oxysporum no existe redundancia 
génica para esta ruta (Browner et al. 1989, Farkas et al. 1991, Nuttall et al. 1994, 
Mu et al. 1997).  
En M. oryzae la acumulación de trehalosa disminuye significativamente 
en mutantes deficientes en los genes de la degradación de glucógeno 
(Badaruddin et al. 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo 
muestran que la concentración de trehalosa del mutante ∆gph1∆gdb1 es similar 
al silvestre (Figura 25), evidenciando que la acumulación de trehalosa es 
independiente al catabolismo del glucógeno. 
La degradación de glucógeno es un proceso donde intervienen 
enzimas adicionales a Gdb1 y Gph1 
Los resultados obtenidos indican que la degradación de glucógeno se 
reduce en los mutantes ∆gph1 y ∆gdb1, y en el doble mutante ∆gph1∆gdb1, ya 
que muestran una acumulación de glucógeno significativamente superior al 
silvestre, incluso a lo largo de 14 días, coincidiendo con lo observado en S. 
cerevisiae o M. oryzae (Favre et al. 2008, Badaruddin et al. 2013), donde la 
deleción de los genes del catabolismo del glucógeno conlleva un aumento 
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significativo de su acumulación. Estos resultados apoyan el hecho de que, en 
condiciones particulares, los niveles de glucógeno resultan del equilibrio entre la 
actividad glucógeno sintasa y la glucógeno fosforilasa, que afectan a la 
biosíntesis y al catabolismo, respectivamente. 
Para la degradación de glucógeno son necesarias las actividades 
fosforilasa y desramificadora, que hidrolizan los enlaces α-1,4 o α-1,6 
glucosídicos respectivamente. En M. oryzae la eliminación del gen responsable 
de la enzima desramificadora suprime por completo ambas actividades, mientras 
que la eliminación de gph1 solo afecta a la actividad fosforilasa. Sin embargo, en 
F. oxysporum las actividades desramificadora y fosforilasa determinadas por  las 
enzimas Gdb1 y Gph1 respectivamente, no desaparecen por completo en los 
mutantes de la degradación de glucógeno. Tolos los mutantes afectados en 
degradación de glucógeno mostraron una reducción en torno al 30% en la 
actividad desramificadora de glucógeno y los mutantes que carecían de Gph1 
redujeron un 20-40 % la actividad fosforilasa que, por el contrario, se vio 
incrementada un 100 % en el mutante ∆gdb1 (Figura 26). Esto sugiere que en 
F. oxysporum existen otras enzimas adicionales que participan en la degradación 
de glucógeno. Estando además reforzado ya que, a diferencia de lo observado 
en M. oryzae (Badaruddin et al. 2013) los mutantes en degradación no mostraron 
deficiencias de crecimiento en medios con polisacáridos (almidón o glucógeno) 
como única fuente de carbono.  
Por otro lado, se han identificado genes con posible implicación en la 
degradación de glucógeno, FOXG_16920, ortólogo a una α-amilasa 
(denominado amy1), FOXG_08027 y FOXG_13566, dos ortólogos a la 
glucoamilasa de S. cerevisiae Sga1, descrita como responsable de la 
degradación vacuolar de glucógeno (Francois & Parrou 2001, Deng & Naqvi 
2010) (denominados gmy1 y gmy2, respectivamente). Y, por último, 
FOXG_15829 responsable presumiblemente de una α- glucosidasa, 
(denominado agl1). El análisis de la expresión génica reveló la inducción por 
glucógeno de amy1, gmy1 y gmy2, sugiriendo que podrían estar relacionados 
con la actividad degradadora de glucógeno independiente a Gdb1 y Gph1. Sin 
embargo, no existen argumentos que expliquen por qué la expresión de gmy1 
se encuentra drásticamente reducida en los mutantes ∆gph1 y ∆gph1∆gdb1. 
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La expresión de los genes de síntesis de glucógeno se induce a lo 
largo de la infección 
En levaduras, la expresión de los genes del metabolismo del glucógeno 
se induce al inicio de la fase estacionaria del crecimiento (Hwang et al. 1989, 
Farkas et al. 1991, Hardy et al. 1994, Sunnarborg et al. 2001). Sin embargo, los 
resultados de este trabajo en F. oxysporum no revelaron cambios significativos 
de expresión in vitro a lo largo de 6 días incubación, habiéndose estacionado el 
crecimiento a partir del segundo día (Figura 24Figura 28). Por el contrario, in 
planta, transcurridos 4 días del proceso de infección en plántulas de tomate, se 
observa un pico de expresión sobre todo de gsl1 y de gbe1. Como se ha descrito, 
no sólo la ausencia de fuente de carbono induce el metabolismo del glucógeno, 
sino también la limitación de nitrógeno o el estrés celular (Kane & Roth 1974, 
Abrashev et al. 2008, Grundel et al. 2012), por lo que la inducción transcripcional 
de gls1 y gbe1 durante la infección podría deberse a la limitación de nutrientes 
que implican los estadios iniciales del proceso de infección, o tratarse de una 
respuesta ante el ambiente hostil del interior de la planta (Mayer et al. 2001). 
La ausencia de Gdb1 influye en la virulencia del hongo en la planta 
Durante el desarrollo de este trabajo se han analizado algunos fenotipos 
relacionados con el comportamiento virulento en los mutantes ∆gnn1, ∆gls1, 
∆gb1, ∆gph1, ∆gdb1 y en el doble mutante ∆gph1∆gdb1. El crecimiento invasivo, 
la adhesión a la raíz, la fusión entre hifas y la formación de aglutinados son 
fenotipos relacionados con la patogénesis (Di Pietro et al. 2001a, Prados-
Rosales & Di Pietro 2008, Rispail & Di Pietro 2009, López-Berges et al. 2010). 
Se ha observado que ninguno de los mutantes muestra deficiencias en el 
crecimiento invasivo o en la adhesión a raíz (datos no mostrados), 
correlacionándose con lo descrito en M. oryzae, donde la deficiencia en genes 
del metabolismo no la penetración ni la formación del apresorio (Badaruddin et 
al. 2013). Sin embargo, los mutantes ∆gdb1 y ∆gph1∆gdb1 redujeron el 
porcentaje de fusión entre hifas con respecto al silvestre, correlacionándose con 
menor formación de agregados durante el crecimiento en medio de aglutinación 
(Figura 31). Probablemente, la menor capacidad de aglutinación de los mutantes 
∆gdb1 y ∆gph1∆gdb1 sea causa de la reducción en la fusión entre hifas. La 
formación de una red de hifas interconectadas por puentes de fusión es un 
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proceso fundamental para la comunicación célula a célula y para el transporte 
de vesículas, agua y nutrientes en las colonias de hongos filamentosos (Glass 
et al. 2004). Además, la pérdida o la reducción de los eventos de fusión entre 
hifas vegetativas disminuye el transporte desde la periferia de la colonia, en 
contacto con los nutrientes, y el centro de la colonia, donde los nutrientes tienden 
a agotarse (Glass et al. 2004). Aunque se han descrito muchos genes implicados 
directamente en la formación de puentes de fusión (Fleissner et al. 2008, Fu et 
al. 2011), existen muchas alteraciones fisiológicas y morfológicas con efectos 
sobre la fusión entre hifas, y ese podría ser el caso del catabolismo del 
glucógeno. 
Los ensayos de virulencia muestran que sólo el catabolismo del 
glucógeno afecta a la virulencia de F. oxysporum sobre plántulas de tomate, 
coincidiendo con lo mostrado en M. oryzae (Badaruddin et al. 2013). 
Correlacionándose con los fenotipos de fusión y aglutinación, la virulencia sólo 
se reduce cuando se veía Gdb1afectado, en los mutantes ∆gdb1 y ∆gph1∆gdb1 
(Figura 32). Sin embargo, no se observaron diferencias durante el transcurso de 
la enfermedad en el modelo animal G. mellonella, coincidiendo con la mayoría 
de genes ensayados en ambos sistemas (vegetal y animal), ya que los fenotipos 
de virulencia no correlacionan necesariamente (Tabla 2, ver Introducción).  
 En el patógeno del arroz M. oryzae la disminución de virulencia en los 
mutantes en la glucógeno fosforilasa o en la enzima desramificadora se ha 
atribuido a un efecto pleiotrópico, ya que, al igual que lo observado en este 
trabajo, la no acumulación de glucógeno en los mutantes de síntesis no afectaba 
al desarrollo de la enfermedad (Badaruddin et al. 2013). Estos autores 
identificaron que la expresión de tps2 y tps3, genes esenciales para la síntesis 
de trehalosa, estaba reducida en los mutantes del catabolismo del glucógeno 
disminuyendo así su virulencia, ya que la movilización de trehalosa es 
indispensable para la infección en M. oryzae (Foster et al. 2003). En F. 
oxysporum, la ausencia de Gdb1 y/o Gph1 no afecta a la expresión de ninguno 
de los genes presumiblemente implicados en la síntesis de trehalosa, tps1, tps2 
o tps3, por lo que se desconoce la causa por la que Gdb1 afecta a la virulencia 
en F. oxysporum. 
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2. La autofagia regula la dinámica nuclear y la virulencia en 
F. oxysporum 
El proceso de autofagia es un mecanismo de reciclaje de componentes 
celulares ampliamente conservado en eucariotas, cuya principal función es la 
supervivencia en condiciones limitantes mediante la degradación de orgánulos o 
componentes citoplasmáticos. También se le atribuyen funciones de control de 
calidad sobre el estado de los orgánulos celulares. Además, es un proceso 
fundamental para la diferenciación celular, el metabolismo secundario y la 
virulencia (Palmer et al. 2007, Pollack et al. 2009, Bartoszewska et al. 2011, Khan 
et al. 2012). En determinados hongos patógenos el comportamiento virulento 
está relacionado con el desarrollo de la autofagia (Veneault-Fourrey et al. 2006, 
Hu et al. 2008, Duan et al. 2013). 
En trabajos anteriores se ha descrito un patrón acropetal durante el 
crecimiento vegetativo de F. oxysporum, donde la división mitótica tiene lugar en 
la célula más apical de la hifa generando compartimentos celulares uninucleados 
(Ruiz-Roldán et al. 2010). Estos resultados sugieren un mecanismo que controle 
con precisión el volumen celular, la compartimentación y el ciclo celular, 
manteniendo así compartimentos uninucleados durante el crecimiento 
vegetativo y la fusión entre hifas. 
Este trabajo ha pretendido dilucidar el papel de la autofagia en el 
mantenimiento celular y nuclear en F. oxysporum. Para ello se han caracterizado 
dichos procesos en un mutante deficiente en autofagia y se ha estudiado su 
relevancia durante la virulencia tanto en modelo vegetal como animal. 
El genoma de F. oxysporum contiene ortólogos de la mayoría los 
genes relacionados con autofagia  
En el proceso de autofagia intervienen numerosas proteínas. Más de 36 
genes relacionados con autofagia han sido identificados en levaduras, 17 
necesarios en todas las rutas y 19 implicados en autofagia selectiva o en rutas 
específicas de respuesta a estímulos fisiológicos (Inoue & Klionsky 2010). En 
este trabajo, se han identificado en el genoma de F. oxysporum la mayoría de 
las proteínas Atg conocidas para macroautofagia no selectiva. Este resultado es 
similar a lo encontrado en otros ascomicetos filamentosos y pone de relieve la 
importancia del proceso, debido a su estado de conservación e implicación en la 
TESIS DOCTORAL                                                            Cristina Corral Ramos 
138 
 
supervivencia y viabilidad celular (Meijer et al. 2007, Kiel & van der Klei 2009, 
Voigt & Poggeler 2013). Sin embargo, no se han encontrado ortólogos para la 
mayoría de las proteínas Atg de autofagia selectiva sugiriendo que en hongos 
filamentosos el sistema podría haber evolucionado de manera diferente (Meijer 
et al. 2007). 
De entre los genes atg identificados, Atg8, proteína tipo ubiquitina 
implicada en la expansión del fagóforo, ha sido relacionada en M. oryzae  y M. 
robertsii con patogénesis (Palmer et al. 2007, Pollack et al. 2009, Bartoszewska 
et al. 2011, Khan et al. 2012). En S. cerevisiae y S. macrospora, el extremo C 
terminal de Atg8 es proteolizado por la cisteína Atg4, generando Atg8G116, que 
se une a fosfatidil-etanolamina por la acción de Atg7 y Atg3. Se han realizado 
alineamientos con las secuencias de aminoácidos de los ortólogos Atg8 en las 
principales especies fúngicas, encontrándose una alta identidad en la secuencia 
deducida de aminoácido del gen FOXG_12665 (Figura 34). Además, el dominio 
que contiene el residuo G116 se conserva entre los ortólogos conocidos de Atg8, 
lo que revela el alto grado de conservación y sugiere funciones análogas de 
estas proteínas.  
En este trabajo se ha delecionado el gen atg8 para determinar los 
mecanismos de autofagia dependientes de la proteína y estudiar su posible 
relación con la dinámica nuclear y el comportamiento virulento en F. oxysporum. 
La ausencia de nitrógeno induce autofagia y degradación nuclear 
dependiente de Atg8. 
Una de las funciones claves de la autofagia es el reciclaje de elementos 
celulares para asegurar la supervivencia en condiciones adversas. Coincidiendo 
con lo descrito en F. graminearum (Josefsen et al. 2012), nuestros resultados 
revelan que el agotamiento de nitrógeno provoca autofagia. Probablemente 
debido a la inhibición en estas condiciones de la quinasa TOR, conocido 
regulador negativo de la autofagia (Noda & Ohsumi 1998, Cutler et al. 1999). 
Además, la ausencia de tinción MDC en los mutantes ∆atg8 durante condiciones 
limitantes de nitrógeno, sugiere que en F. oxysporum Atg8 es esencial para la 
autofagia. Curiosamente, durante la inducción de autofagia se observó 
degradación nuclear en la estirpe silvestre coordinadamente con la tinción MDC, 
mientras que en los mutantes ∆atg8 los núcleos permanecían intactos (Figura 
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39). Además, los experimentos de localización subcelular revelaron que Atg8 se 
acumula durante la autofagia en estructuras similares a autofagosomas, en las 
proximidades del núcleo previo a su degradación y donde no se observó tinción 
con MDC (Figura 40). Estos resultados sugieren la acción de Atg8 en las fases 
iniciales de la degradación nuclear inducida por autofagia, degradándose 
rápidamente en las siguientes fases del proceso como se ha descrito para A. 
nidulans (Pinar et al. 2013).  
Atg8 es necesario para el desarrollo de la mitosis, el crecimiento 
vegetativo y la esporulación. 
En F. oxysporum la división celular tiene lugar en la célula más apical de 
la hifa, dando lugar a células uninucleadas y sugiriendo un mecanismo de control 
del proceso (Ruiz-Roldán et al. 2010). Los resultados de este trabajo sugieren 
eventos aberrantes de división mitótica en los mutantes ∆atg8 ya que las hifas 
presentan un aumento significativo de compartimentos celulares con más de un 
núcleo. A. oryzae es un hongo multinucleado en el que la degradación de 
núcleos mediada por autofagia en zonas basales de la hifa se ha relacionado 
con un aprovechamiento de nutrientes que contribuye al desarrollo apical (Shoji 
et al. 2010). Sin embargo, mientras que este mecanismo podría tener sentido en 
organismos multinucleados, en F. oxysporum cuyos compartimentos son 
mayoritariamente uninucleados, podría desencadenar una muerte celular rápida. 
Además, no se puede descartar que la presencia de compartimentos 
multinucleados en los mutantes ∆atg8 se deba a defectos en la formación del 
septo post-mitótico.  
Por otro lado, se ha sugerido que el reciclaje de orgánulos y material 
citosólico a través de la autofagia es importante durante el transporte de 
nutrientes entre hifas, en la formación de micelio aéreo y en la esporulación 
(Shoji et al. 2006, Richie et al. 2007). Nuestros resultados apoyan esta idea, ya 
que los mutantes ∆atg8 muestran menor formación de micelio aéreo y tienen 
reducida la esporulación coincidiendo con lo observado en otros hongos 
filamentosos (Kikuma et al. 2006, Richie et al. 2007, Bartoszewska & Kiel 2011, 
Josefsen et al. 2012, Duan et al. 2013, Nitsche et al. 2013). 
  
TESIS DOCTORAL                                                            Cristina Corral Ramos 
140 
 
 Los mutantes ∆atg8 muestran una reducción en la fusión de hifas y 
defectos en la degradación de núcleos post-fusión 
La fusión entre hifas es un proceso altamente regulado y además, 
relacionado con la virulencia en F. oxysporum (Di Pietro et al. 2001b, Leeder et 
al. 2011). Anteriormente, en ascomicetos filamentosos no se ha relacionado la 
autofagia con la fusión entre hifas. Sin embargo, los mutantes ∆atg8 sí muestran 
una reducción significativa de este fenotipo (Figura 46). La autofagia puede ser 
un proceso clave durante la fusión entre hifas, ya que ambos fenotipos se 
inducen en condiciones limitantes de nutrientes (Prados-Rosales & Di Pietro 
2008, Nakatogawa et al. 2009, Ruiz-Roldán et al. 2010). Además, existen 
evidencias de la participación de la autofagia en rutas de señalización, ya que 
en levaduras la liberación de determinadas proteínas se realiza a través de 
procesos dependientes de genes atg (Reggiori & Klionsky 2013). Por lo que la 
autofagia podría ser necesaria para el funcionamiento de las rutas de 
señalización que llevan al reconocimiento celular.  
Los mecanismos celulares que desencadenan la fusión entre hifas 
siguen siendo desconocidos. Se ha sugerido que la atracción entre hifas durante 
la fusión esté mediada por quimiotropismo, induciendo la relocalización del 
Spitzenkörper y reorientando el crecimiento apical de la hifa (Glass et al. 2004). 
Además, la ruta de señalización dependiente de la quinasa activada por 
mitógeno controla aspectos del desarrollo de la célula que son esenciales para 
la fusión entre hifas en diferentes especies fúngicas (Wei et al. 2003, Pandey et 
al. 2004, Prados-Rosales & Di Pietro 2008). 
Por otro lado, la fusión entre hifas implica distintos sucesos como la 
mitosis de la célula invasora y la migración de uno de sus núcleos a la receptora, 
finalizando con la degradación del núcleo residente (Ruiz-Roldán et al. 2010). 
Sorprendentemente, los mutantes ∆atg8 mostraron un número mayor de núcleos 
que el silvestre en los compartimentos celulares que se formaron durante la 
fusión de hifas, contabilizándose la mayoría de las veces más de tres núcleos 
(Figura 46). Esta es la primera evidencia del papel de la autofagia en la 
regulación del número de núcleos en un organismo uninucleado. Aunque la 
degradación de componentes nucleares ya se había descrito durante la 
gemación de levaduras, ésta se había restringido a ribosomas y a la envoltura 
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nuclear (Roberts et al. 2003). En células de mamíferos la autofagia se utiliza para 
degradar ADN dañado y proteínas nucleares transportadas al citoplasma (Park 
et al. 2009). En M oryzae se requiere la autofagia para la degradación del núcleo 
de la espora original durante la formación del apresorio (Veneault-Fourrey et al. 
2006). La autofagia también afecta a la degradación nuclear en el protozoo 
ciliado Tetrahymena thermophila, siendo Atg8 indispensable para la muerte 
nuclear programada durante la reproducción sexual (Liu & Yao 2012). En 
conjunto, la autofagia sobre la degradación nuclear está desencadena como 
respuesta a efectos múltiples, probablemente debido a la adaptación fisiológica 
y al desarrollo celular de cada organismo. 
Atg8 es necesario para la infección de plántulas de tomate y de 
larvas de G. mellonella  
Durante el proceso de infección, F. oxysporum se enfrenta a condiciones 
de escasez de nutrientes y de estrés celular generado por el ambiente hostil que 
supone el interior de la planta. Por lo que el desarrollo de la infección podría 
depender del reciclaje de macromoléculas, asegurando la actividad celular bajo 
condiciones limitantes durante la invasión al huésped o como respuesta al estrés 
celular generado por mecanismos de defensa.  
Durante este trabajo se ha observamos que la virulencia de los mutantes 
∆atg8 se reduce significativamente tanto en plántulas de tomate como en larvas 
de G. mellonella. Entre los tres patógenos más importantes en humanos, 
Cryptococcus neoformans es el único en el que la autofagia es indispensable 
para la infección, sin embargo Candida albicans y A. fumigatus no requieren 
dicho proceso (Palmer et al. 2007, Richie et al. 2007, Hu et al. 2008). 
Finalmente, el desarrollo de autofagia se ha revelado necesario durante 
la división nuclear y la citocinesis, el crecimiento vegetativo, el desarrollo y la 
virulencia de F. oxysporum, y aunque se han discutido sobre las posibles causas 
que desencadenan estos fenotipos, se requiere pormenorizar en este estudio 
para comprender su implicación exacta. 
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3. El metabolismo del glucógeno y la autofagia son 
procesos conectados en F. oxysporum 
La autofagia y la acumulación de glucógeno se inducen en condiciones 
similares, limitación de nutrientes y en respuesta al estrés (Francois & Parrou 
2001, Nakatogawa et al. 2009), y ambos procesos contribuyen al mantenimiento 
celular. El  glucógeno por su parte interviene en la homeostasis de la célula y es 
una fuente de energía accesible por su hidrólisis en condiciones de hambre y, la 
autofagia, es un proceso de reutilización de componentes citoplasmáticos 
mediante su transporte y degradación en la vacuola o el lisosoma. Existen 
evidencias sobre la vinculación de ambos procesos, recientemente se ha 
revisado que la autofagia podría servir como fuente de energía en condiciones 
limitantes manteniendo intactas las reservas de polisacáridos o proporcionar 
intermediarios para el metabolismo del glucógeno (Wilson et al. 2010b). Por otro 
lado, también se ha sugerido la posibilidad de que el transporte a la vacuola de 
glucógeno durante la autofagia sirva como protección frente a la degradación 
citosólica de esta molécula (Wang et al. 2001).  
Durante este trabajo, se ha estudiado la relación entre los dos procesos 
en F. oxysporum. Para ello se ha analizado la movilización de glucógeno en el 
mutante ∆atg8 a lo largo del crecimiento y la importancia de la acumulación e 
hidrólisis citosólica del glucógeno durante la autofagia, mediante la inducción del 
proceso en el mutante de síntesis ∆gnn1 y en el doble mutante del catabolismo 
∆gph1∆gdb1. 
Atg8 es necesario para el mantenimiento de las reservas de 
glucógeno en fases tardías del crecimiento 
En S. cerevisiae la deleción de atg1 o atg13 afecta al almacenamiento 
de glucógeno, ambos genes involucrados en la inducción de autofagia y 
necesarios para mantener las reservas de glucógeno en fases tardías del 
crecimiento (Wang et al. 2001). Nuestros resultados revelan que, al igual que 
Atg1 o Atg13 en S. cerevisiae, en F. oxysporum Atg8 es necesario para la 
acumulación de glucógeno a lo largo del crecimiento (Figura 48). Las esporas 
del mutante ∆atg8 acumulan al inicio tres veces menos glucógeno que la estirpe 
silvestre, llegando a alcanzar valores similares tras el primer día de crecimiento. 
Sin embargo, a partir del segundo día disminuye gradualmente el contenido de 
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glucógeno hasta llegar a valores inferiores a los iniciales, mientras que el 
silvestre lo mantiene estable. Esto parece indicar, que el mutante ∆atg8 está 
afectado en el catabolismo del glucógeno ya que en las fases iniciales del 
crecimiento se observa síntesis de la macromolécula. En este mutante, el 
glucógeno comienza a degradarse rápidamente en fases tardías del crecimiento, 
coincidiendo con el agotamiento de la glucosa en el medio (Figura 24Figura 48). 
Este suceso correlaciona con lo descrito en S. cerevisiae (Wang et al. 2001), la 
inhibición de autofagia impediría el transporte de glucógeno a la vacuola durante 
condiciones limitantes de nutrientes, y lo protegería de la degradación citosólica 
por la glucógeno fosforilasa y la enzima desramificadora. Aunque en la vacuola 
existen enzimas que intervienen en la degradación de glucógeno, Sga1 (Colonna 
& Magee 1978, Yamashita & Fukui 1985, Pugh et al. 1989), también se ha 
descrito a este orgánulo como reservorio del polisacárido (Geddes et al. 1977, 
Takeshige et al. 1992). Probablemente sea debido a que la degradación de 
glucógeno por Sga1 sea más lenta que por las enzimas citosólicas específicas.  
Por otro lado, también se ha relacionado el proceso de autofagia con la 
síntesis de glucógeno en S. cerevisiae, el doble mutante ∆atg1∆gph1 muestra 
niveles de acumulación de glucógeno inferiores a los del mutante simple ∆gph1, 
sugiriendo la implicación de la autofagia en la síntesis del polisacárido (Wang et 
al. 2001). En nuestro caso, no se puede afirmar ni descartar esta relación, ya 
que no se ha podido analizar la acumulación de glucógeno en un doble mutante 
afectado en la degradación citosólica de glucógeno y en autofagia. Sería 
interesante la construcción de dicho mutante en trabajos futuros y el análisis de 
la acumulación de glucógeno a lo largo del crecimiento. 
La acumulación y/o movilización de glucógeno es dispensable 
durante la autofagia 
La evidente relación entre el metabolismo del glucógeno y el proceso de 
autofagia induce a cuestionarse si la acumulación y/o movilización de glucógeno 
sería relevante durante el desarrollo de la autofagia. Para ello, se incubaron en 
ausencia de nitrógeno dos mutantes del metabolismo del glucógeno: ∆gnn1, 
carente de glucogenina (la enzima iniciadora de la síntesis de glucógeno), y 
∆gph1∆gdb1, doble mutante en la fosforilasa y en la enzima desramificadora de 
glucógeno (las enzimas citosólicas de degradación de glucógeno). La 
TESIS DOCTORAL                                                            Cristina Corral Ramos 
144 
 
observación microscópica ambos mutantes (Figura 49) no reveló diferencias en 
la tinción MDC con respecto al silvestre, indicando que, posiblemente, el 
metabolismo del glucógeno no afecta a la autofagia en F. oxysporum. Además, 
no se han reportado evidencias de que deficiencias en la síntesis o en la 
movilización de glucógeno afecten a la autofagia en otros organismos. 
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1. F. oxysporum posee las proteínas ortólogas implicadas en el 
metabolismo del glucógeno identificadas en otras especies fúngicas. 
2. Gnn1, Gls1 y Gbe1 son necesarias para la acumulación de glucógeno, 
mientras que Gdb1 y Gph1 intervienen en la degradación. 
3. En F. oxysporum, las actividades enzimáticas relacionadas con la 
desramificación y fosforilación de la molécula de glucógeno dependen sólo en 
parte de las proteínas Gdb1 y Gph1. 
4. Durante la infección de plántulas de tomate en F. oxysporum se induce 
la expresión de los genes que determinan la síntesis de glucógeno, sobre todo 
gls1 y gbe1. 
5. La expresión de la α-amilasa Amy1 y de la glucoamilasa Gmy1 se induce 
en presencia de glucógeno como única fuente de carbono. 
6. El catabolismo del glucógeno vía Gdb1 interviene en la fusión entre hifas 
y en la virulencia de F. oxysporum sobre plántulas de tomate. 
7. F. oxysporum contiene ortólogos para la mayoría de las proteínas 
implicadas en macroautofagia descritas en levaduras. 
8. La ausencia de nitrógeno induce autofagia y degradación nuclear en F. 
oxysporum.  
9. Atg8 es necesario para la autofagia e interviene en las etapas iniciales 
de la degradación nuclear inducida por autofagia 
10. Atg8 es relevante para la fusión entre hifas y media en la degradación 
nuclear post-fusión y en el correcto desarrollo de la mitosis.  
11. El gen atg8 interviene en el crecimiento vegetativo, en la esporulación y 
en el comportamiento virulento de F. oxysporum tanto en plántulas de tomate 
como en el modelo animal G. mellonella. 
12. El proceso de autofagia interviene en el mantenimiento de las reservas 
de glucógeno.
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Autophagy contributes to regulation of nuclear
dynamics during vegetative growth and hyphal
fusion in Fusarium oxysporum
Cristina Corral-Ramos, M Gabriela Roca, Antonio Di Pietro, M Isabel G Roncero, and Carmen Ruiz-Roldan*
Departamento de Genetica; Universidad de Cordoba; Campus de Excelencia Agroalimentario; Cordoba, Spain
Keywords: Fusarium oxysporum, autophagy, hyphal fusion, nuclear dynamics, virulence, filamentous fungi
Abbreviations: Atg, autophagy-related; BLAST, basic local alignment search tool; CFW, calcofluor white; ChFP, cherry fluorescent
protein; DIC, differential interference contrast; gDNA, genomic DNA; GFP, green fluorescent protein; HygR, hygromycin resistant;
MDC, monodansylcadaverine; ORF, open reading frame; PCR, polymerase chain reaction; PDA, potato dextrose agar; PDB, potato
dextrose broth; PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride; SM, synthetic medium; WT, wild-type.
In the fungal pathogen Fusarium oxysporum, vegetative hyphal fusion triggers nuclear mitotic division in the
invading hypha followed by migration of a nucleus into the receptor hypha and degradation of the resident nucleus.
Here we examined the role of autophagy in fusion-induced nuclear degradation. A search of the F. oxysporum genome
database for autophagy pathway components identiﬁed putative orthologs of 16 core autophagy-related (ATG) genes
in yeast, including the ubiquitin-like protein Atg8, which is required for the formation of autophagosomal membranes.
F. oxysporum Foatg8Dmutants were generated in a strain harboring H1-cherry ﬂuorescent protein (ChFP)-labeled nuclei
to facilitate analysis of nuclear dynamics. The Foatg8D mutants did not show MDC-positive staining in contrast to the
wild type and the FoATG8-complemented (cFoATG8) strain, suggesting that FoAtg8 is required for autophagy in F.
oxysporum. The Foatg8D strains displayed reduced rates of hyphal growth, conidiation, and fusion, and were
signiﬁcantly attenuated in virulence on tomato plants and in the nonvertebrate animal host Galleria mellonella. In
contrast to wild-type hyphae, which are almost exclusively composed of uninucleated hyphal compartments, the
hyphae of the Foatg8D mutants contained a signiﬁcant fraction of hyphal compartments with 2 or more nuclei. The
increase in the number of nuclei per hyphal compartment was particularly evident after hyphal fusion events. Time-
lapse microscopy analyses revealed abnormal mitotic patterns during vegetative growth in the Foatg8D mutants. Our
results suggest that autophagy mediates nuclear degradation after hyphal fusion and has a general function in the
control of nuclear distribution in F. oxysporum.
Introduction
Genetic analyses performed in the yeast species Saccharomyces
cerevisiae, Hansenula polymorpha, and Pichia pastoris identified 38
autophagy-related (ATG) genes, of which 17 are components of
the core autophagic machinery and 19 are involved in selective
autophagy or the induction of specific autophagy-related path-
ways in response to different physiological conditions.1 For a
review see ref.2 One of the key components of autophagy is
Atg8, a highly conserved ubiquitin-like protein that, after cleav-
age and lipidation, is associated with the phagophore and auto-
phagosome membrane and has been used as a marker of
autophagy.3 In filamentous fungi such as Aspergillus oryzae,
autophagy mediates degradation of peroxisomes, mitochondria,
and nuclei and has been suggested as a strategy to obtain
nutrients under starvation conditions by recycling their own
cellular components.4
Recent evidence, however, suggests that autophagy in filamen-
tous fungi is not only involved in nutrient homeostasis but also
in developmental processes such as cell differentiation, secondary
metabolism, and pathogenicity.5-8 Mutants of A. oryzae or Fusar-
ium graminearum lacking Atg8 show defects in conidiation and
aerial hyphal growth.9,10 In the rice blast pathogen Magnaporthe
oryzae, MoAtg8 mediates autophagic cell death and is required
for differentiation of infection structures.11 Likewise, disruption
of ATG8 in Ustilago maydis leads to autophagosome accumula-
tion in the vacuoles and impaired virulence.12 In the coprophilic
ascomycete Sordaria macrospora, SmAtg8 is required for fruiting-
body development, vegetative growth, and ascospore germina-
tion.13 In the insect pathogen Metarhizium robertsii, Atg8 is
essential for fungal development, lipid storage, and virulence.14
The soil-borne plant pathogen Fusarium oxysporum provokes
vascular wilt in a wide diversity of crops15 and can cause severe
infections on immunocompromised patients.16,17 Hyphae of
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F. oxysporum frequently undergo vegetative fusion, also called
anastomosis.18-21 Although not essential for plant infection, anas-
tomosis may facilitate colonization of the host root surface.22
Vegetative hyphal fusion in F. oxysporum initiates with directed
growth of a hypha (fusing hypha) toward another one (receptor
hypha). After hyphal contact, the apical nucleus of the fusing
hypha undergoes mitosis, and one of the daughter nuclei
migrates into the receptor hypha, thereby triggering the disinte-
gration of the resident nucleus.23 The mechanism underlying
nuclear degradation is unknown. Here we examined the impor-
tance of autophagy in post-fusion nuclear degradation by gener-
ating deletion mutants in the F. oxysporum FoATG8 gene. We
provide evidence for a previously unreported role of autophagy as
a key mechanism of vegetative hyphal fusion and postfusion
nuclear events. We propose that autophagy contributes to con-
trolling the number of nuclei per hyphal compartment during
vegetative growth. We further show, for the first time in a single
species, the importance of autophagy in virulence on plants and
animal hosts.
Results
The F. oxysporum genome contains a battery of autophagy-
related genes
A protein BLAST (BLASTP) search of autophagy pathway
components in the genome sequence database of the tomato
pathogen F. oxysporum f. sp. lycopersici strain 4287 identified pre-
dicted orthologs of most core Atg proteins in S. cerevisiae. These
include the ubiquitin-like protein Atg8 which is required for
the formation of autophagosomal membranes, as well as 9 puta-
tive Atg proteins involved in the induction of autophagy and
selective autophagy (Table 1). The F. oxysporum ATG8 ortholog
FOXG_12665 encodes a predicted protein of 120 amino acids
and a calculated molecular mass of 14,037 kDa, which shares sig-
nificant identiy with the Atg8 proteins of F. graminearum
(98.3%), A. niger (98.3%), Neurospora crassa (97.5%) Podospora
anserina (95.8%), Gaeumannomyces graminis (94.2%), M. oryzae
(93.3%), U. maydis (85.6%), and S. cerevisiae (78.6%) (Fig. S1).
In S. cerevisiae, as well as in the filamentous ascomycete S. macro-
spora, the Atg8 precursor is cleaved after the glycine 116 residue
by the protease Atg4 to yield mature Atg8.13,24 Likewise, F. oxy-
sporum FoAtg8 has a predicted Atg4 cleavage site at the same
amino acid position 116 (Fig. S1).
Deletion of FoATG8 impairs autophagy in F. oxysporum
To study FoAtg8 function, targeted gene replacement was
performed in a F. oxysporum strain harboring the H1-ChFP
fusion protein, thereafter called wild type23 (Table 2; Fig. S2A).
Hygromycin-resistant (HygR) transformants were selected and
initially analyzed by polymerase chain reaction (PCR) amplifica-
tion of the insertion flanking regions (Fig. S2B). Putative dele-
tion mutants were further confirmed by Southern blot. Three
transformants (Foatg8D H1-ChFP #3, #9 and #10, hereafter
named Foatg8D #3, Foatg8D #9 and Foatg8D #10, respectively)
showed the expected shift in the hybridizing band from 3.9 kb to
6.8 kb, indicating homologous replacement of the FoATG8 gene
(Fig. S2C). Complementation of Foatg8D was achieved by
cotransformation with the FoATG8 gene and the NatR cassette as
selective marker. NatR transformants carrying a wild-type
FoATG8 allele (cFoATG8) were identified by PCR analysis using
a primer pair specific for the FoATG8 coding region (Table 3;
Fig. S2D).
We tested the ability of the different strains to undergo
autophagy when transferred to minimal medium lacking a nitro-
gen source. To this aim, staining with monodansylcadaverine
(MDC), an indicator of autophagic activity that accumulates in
vacuoles,25,26 was performed in the presence or absence of phe-
nylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), an inhibitor of vacuolar ser-
ine proteases.27 Nitrogen starvation triggered autophagy in the
wild type and the cFoATG8 strains as indicated by the presence
of fluorescence in the cytoplasm and vacuoles (Fig. 1). Interest-
ingly, most hyphal compartments staining positive for MDC
contained either degrading or no nuclei. Importantly, no MDC
staining was observed in the nitrogen-starved mycelium of the
Foatg8D mutants. We conclude that in F. oxysporum, FoAtg8 is
necessary for starvation-induced autophagy.
Autophagy is required for proper vegetative growth
and conidiation
Defective autophagy results in severe impairment of conidia-
tion and colony growth in several fungi.5,9,10,14,28,29 We there-
fore determined vegetative growth and conidiation on solid and
in liquid media, both in rich and minimal medium. Under high-
nutrient conditions, colonies of the Foatg8D mutants showed
slightly reduced radial growth (Fig. 2A) and decreased develop-
ment of aerial mycelium in comparison with the wild-type strain
(Fig. 2B). Moreover, the number of microconidia recovered
from colonies of the Foatg8D mutants was more than 10-fold
lower than in the wild-type strain (Fig. 2C; P < 0.05). Likewise,
in liquid cultures the Foatg8D mutants produced approximately
5 times less microconidia than the wild type (Fig. 2D; P <
0.05). Genetic complementation of the FoAtg8D mutant fully
restored the wild-type phenotype. Colonies grown under mildly
nutrient-limiting conditions (synthetic medium, SM), were
highly irregular (Fig. S3A). Additionally, those grown under
severely nutrient-limiting conditions (SM diluted 1:1000) that
induced autophagy, produced very faint mycelia that originated
faster growing colonies with increased diameter but with no
detectable aerial hyphae, probably as a response to the severe star-
vation conditions encountered in the growth medium
(Fig. S4A). Under both conditions the Foatg8D mutants dis-
played reduced radial growth compared to the wild-type or the
cFoATG8 strains (Figs. S3B, S4B). The number of conidia pro-
duced by colonies of the Foatg8D mutants on SM and SM-
diluted 1:1000 plates was only 18% and 0.4%, respectively, of
that produced by the wild-type or the cFoATG8 strain
(Figs. S3C and S4C). A severe reduction in conidiation of the
Foatg8D mutants was also observed in liquid SM and SM diluted
1:1000 cultures (Figs. S3D and S4D).
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FoAtg8-mediated autophagy controls dynamics and cellular
distribution of nuclei
During vegetative growth of F. oxysporum, mitotic activity
occurs exclusively in the apical hyphal compartments.23 We thus
hypothesized that the decreased growth rates observed in the
Foatg8D mutants could be related to defects in cell division dur-
ing apical extension. To test this idea, we stained the hyphal cell
walls in the different strains with the chitin-binding dye calco-
fluor white (CFW) to determine the number of nuclei per hyphal
compartment. In contrast to the wild type, which had almost
exclusively uninucleate hyphal compartments, between 12% and
15% (P < 0.05) of the hyphal compartments in the Foatg8D
mutants contained 2 or more nuclei (Fig. 3A). Multinucleate
hyphal compartments in these mutants were more frequently
observed in the sub-apical region than in the apical compartment
(Fig. 3B). Interestingly, some hyphal compartments in the
Foatg8D mutants appeared to contain nuclei with increased size
compared to the wild-type strain, as deduced from enhanced
fluorescence (Fig. 4), suggesting anomalies in mitotic division.
Indeed, time-lapse microscopy analysis of the Foatg8D mutants
revealed aberrant nuclear divisions originating more than 2 nuclei
within the same hyphal compartment (Fig. 4 and Movies S1 and
S2). By contrast, the mitotic pattern in the cFoATG8 strain was
similar to that of the wild-type strain. These findings suggest that
autophagy contributes to the control of the number of nuclei per
hyphal compartment during vegetative growth of F. oxysporum.
Table 1. Autophagy-related genes in Fusarium oxysporum.
Yeast F. oxysporum
Protein Gene Function Gene E-value
Atg1 YGL180W Ser/Thr protein kinase required for vesicle formation FOXG_09345 0.0
Atg2 YNL242W Peripheral membrane protein required for vesicle formation, interacts with Atg9 FOXG_05121 0.0
Atg3 YNR007C Vesicle expansion, conjugates phosphatidylethanolamine (PE) to Atg8 FOXG_03624 0.0
Atg4 YNL223W Vesicle expansion, cysteine protease cleaves C terminus of Atg8 FOXG_08170 0.0
Atg5 YPL149W Vesicle expansion, conjugated with Atg12 to form a complex involved in Atg8 lipidation FOXG_05412 0.3
Atg6 YPL120W Required for vacuolar protein sorting, component of Vps34 complex FOXG_00995 3.7 e-4
Atg7 YHR171W Vesicle expansion, mediates the conjugation of Atg12 with Atg5 and Atg8 FOXG_05141 0.0
Atg8 YBL078C Ubiquitin-like protein conjugated to PE involved in phagophore expansion FOXG_12665 0.0
Atg9 YDL149W Integral membrane protein, interacts with Atg2, involved in forming autophagic vesicles FOXG_08161 0.0
Atg10 YLL042C Vesicle expansion, mediates formation of the Atg12–Atg5 conjugate FOXG_00436 8.5 E-23a
Atg11 YPR049C Peripheral membrane protein required for delivery of aminopeptidase I to the vacuole in
the cytoplasm-to-vacuole targeting (Cvt) pathway, required for pexophagy
(degradation of peroxisomes) and mitophagy (degradation of mitochondria)
FOXG_00674 1.3 E-5
Atg12 YBR217W Vesicle expansion, ubiquitin-like protein conjugated to Atg5 to form a complex involved in
Atg8 lipidation
FOXG_05928 1.1 E-11
Atg13 YPR185W Component of Atg1 complex FOXG_03295 8.9 E-8
Atg14 YBR128C Vesicle nucleation, component of Vps34 complex No ortholog found
Atg15 YCR068W Lipase for vacuolar lysis of autophagic bodies FOXG_10547 0.0
Atg16 YMR159C Vesicle expansion, component of Atg12–Atg5 complex FOXG_10482 0.003
Atg17 YLR423C Induction of autophagy, phagophore assembly site organization FOXG_17742 2.6 E-6
Atg18 YFR021W Vacuolar import, integral membrane protein, interacts with Atg2 and Atg9 FOXG_13945 0.0
Atg19 YOL082W Receptor involved in the Cvt pathway No ortholog found
Atg20 YDL113C Involved in the Cvt pathway, pexophagy FOXG_01866 3.3 E-27
Atg21 YPL100W Involved in the Cvt pathway No ortholog found
Atg22 YCL038C Permease, release of degradation products from the vacuole to the cytoplasm FOXG_00164 0.0
Atg23 YLR431C Involved in the Cvt pathway No ortholog found
Atg24 YJL036W Sorting nexin, involved in the Cvt pathway FOXG_05774 0.0
Atg26 YLR189C Sterol glucosyltransferase involved in pexophagy in P. pastoris but not in S. cerevisiae FOXG_04063 0.0
Atg27 YJL178C Membrane protein required for the Cvt pathway FOXG_11124 0.06
Atg28 XP_001821228 b Degradation of peroxisomes FOXG_15443 2.3 E-22
Atg29 YPL166W Induction of autophagy, interacts with Atg17 FOXG_06075 1.3 E-4
Atg30 c CCA39286 Pexophagy receptor No ortholog found
Atg31 YDR022C Induction of autophagy, phagophore assembly site organization No ortholog found
Atg32 YIL146C Autophagy receptor involved in mitophagy No ortholog found
Atg33 YLR356W Involved in mitophagy FOXG_00506 9.1 E-5
Atg34 YOL083W Receptor involved in Ams1 delivery during starvation No ortholog found
Atg35 d C4QVX6 Involved in pexophagy No ortholog found
Atg36 YJL185C Involved in pexophagy No ortholog found
Atg37 e C4R8D7 Involved in pexophagy FOXG_07986 7.1 E-29
Atg38 Q05789 Involved in the Cvt pathway No ortholog found
Identiﬁcation of gene orthologs was done by comparison to those described in Saccharomyces cerevisiae, unless otherwise stated. The systematic names for
S. cerevisiae genes and their functions were obtained from the Saccharomyces genome database (http://www.yeastgenome.org/). F. oxysporum gene num-
bers and E-value parameter after BLASTP analysis were obtained directly from http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/.
a E-value related to Aspergillus oryzae Atg10. b A. oryzae Atg28. c Pichia pastoris, Atg30. d P. pastoris, Atg35. e P. pastoris Atg37.
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Autophagy regulates hyphal fusion and postfusion nuclear
degradation events
Vegetative hyphal fusion in fungi is a highly regulated devel-
opmental process that involves complex cell-cell recognition and
signaling events.30 In F. oxysporum, hyphal fusion requires
defined signaling compo-
nents such as the mitogen-
activated protein kinase
Fmk1 or the WW domain
protein Fso1.22 The rate of
hyphal fusion in the
Foatg8D hyphae was
approximately 10-fold
lower (P < 0.05) than in
the wild-type or the
cFoATG8 strain (Fig. 5A).
A significant reduction in
the fusion rate was also
detected when Foatg8D
hyphae were combined
with wild-type hyphae (P
< 0.05). Thus, efficient
hyphal fusion in F. oxyspo-
rum requires FoAtg8
function.
Hyphal fusion in F.
oxysporum involves differ-
ent nuclear events such as
mitosis in the invading
hypha and migration of
the daughter nucleus into
the receptor hypha, fol-
lowed by degradation of
the resident nucleus.23 To
examine the role of
autophagy in fusion-
induced nuclear degrada-
tion we determined the
number of nuclei per
hyphal compartment in
hyphae undergoing hyphal
fusion. In the wild-type
strain the fused compart-
ments almost always con-
tained either 2 or 3 nuclei
(Fig. 5B), a result
expected from the previ-
ously reported nuclear
dynamics during hyphal
fusion.23 Two nuclei orig-
inate from prefusion
nuclear division or postfu-
sion nuclear migration
and degradation of the
resident nucleus, while 3
nuclei result from postfu-
sion nuclear division and migration. Remarkably, in the rare
cases where hyphal fusion was detected in the Foatg8D
mutants, the fused hyphal compartments almost invariably
contained more than 3 nuclei (Fig. 5B). The number of nuclei
in hyphal fusion compartments of the cFoATG8 strain was
Figure 1. FoAtg8 is required for autophagy in F. oxysporum. Micrographs showing hyphae of the indicated strains
subjected to nitrogen starvation in the presence (C) or absence (-) of PMSF, and stained with monodansylcadaverine
(MDC). White arrows point to hyphal compartments containing degraded nuclei. Bars D 20 mm.
134 Volume 11 Issue 1Autophagy
D
ow
nl
oa
de
d 
by
 [U
niv
ers
ida
d C
or
do
ba
] a
t 0
7:5
5 1
3 A
pr
il 2
01
5 
Figure 2. For ﬁgure legend, see page 136.
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similar to that observed in the wild-type strain. Taken
together, these results demonstrate that nuclear dynamics after
hyphal fusion is severely impaired in the Foatg8D mutants.
Autophagy is required for virulence of F. oxysporum on plant
and animal hosts
Tomato plants inoculated with the wild-type or the cFoATG8
strain showed progressive wilt symptoms followed by death of all
plants after 27 d (Fig. 6A). However, plants inoculated with
Foatg8D mutants showed a significant delay in symptom devel-
opment, and 60 to 70% were still alive and healthy 30 d after
inoculation (P < 0.0022).
We next examined virulence in the greater wax moth Galleria
mellonella, a nonvertebrate model used to study F. oxysporum
infection on animal hosts.31 Injection of microconidia of the
wild-type or the cFoATG8 strain into the hemocoel of G. mello-
nella caused death of all larvae 3 d after inoculation (Fig. 6B). By
contrast, the Foatg8D mutants showed a significant reduction in
killing (P < 0.0001), and more than 50% of the larvae survived
9 d after inoculation. We conclude that FoAtg8-mediated
autophagy is required for full virulence of F. oxysporum both on
plant and animal hosts.
The GFP-FoAtg8 fusion protein accumulates in
autophagosomal compartments during autophagy-induced
nuclear degradation
To investigate the subcellular localization of FoAtg8 in F.
oxysporum, the gene encoding green fluorescent protein was
fused in frame to the 5’-end of the FoATG8 coding region
driven by its native promoter (Fig. S5). This construct,
together with the NatR cassette, was used to cotransform the
Foatg8D strain, resulting in GFP-FoAtg8 tagged strains that
recovered wild-type growth and conidiation rates (data not
shown), demonstrating the functionality of the construct.
Microscopic analysis of the transformants revealed a strong
fluorescence accumulating mainly in autophagosome-like
structures located in close proximity to nuclei of nitrogen-
starved hyphal compartments that were initiating the autoph-
agy process, but were absent in MDC-positive stained com-
partments where nuclei were either absent or still being
degraded (Fig. 7). These results suggest that FoAtg8 is
actively involved in the initial steps of nuclear degradation
during starvation-induced autophagy in F. oxysporum, and
rapidly disintegrates in later stages of the process, as reported
for Atg8 in A. nidulans where GFP-Atg8 fluorescence decays
after autophagosome fusion to the vacuolar membrane.32
Discussion
Previous studies in the filamentous fungus F. oxysporum
revealed that hyphae exhibit an acropetal pattern during vegeta-
tive growth. Therefore F. oxysporum can be considered as a
mononucleated- compartmented mycelial organism.23 This sug-
gests the presence of a mechanism that precisely controls cell vol-
ume, compartmentalization, and cell cycle, thereby maintaining
the uninucleate status of hyphal compartments during vegetative
growth and fusion.
In this work a reverse genetic approach was followed to evalu-
ate the role of autophagy in this cellular and nuclear maintenance
process. We found that the F. oxysporum genome encodes most
of the known Atg proteins for nonselective macroautophagy.
This result is similar to those reported in other filamentous asco-
mycetes and highlights the importance of this conserved process
in fungal cell survival and viability.2,33,34 However, F. oxsporum
only has currently identified orthologs for a portion of the Atg
proteins required for selective autophagy in yeast, suggesting that
organism-specific forms of selective autophagy may have evolved
in fungi.34 In S. cerevisae and S. macrospora, the C terminus of
Atg8 is post-translationally modified by the cysteine protease
Atg4, generating Atg8G116, which is then bound to the phospho-
lipid phosphatidylethanolamine by Atg7 and Atg3.13,24,35,36 The
domain containing residue G116 is conserved between Atg8
orthologs of F. oxysporum and S. cerevisae, suggesting analogous
functions of the two proteins.
One of the key roles of autophagy is the recycling of cellu-
lar elements to ensure survival under adverse conditions. We
found that nitrogen depletion triggers autophagy in F. oxyspo-
rum, as shown previously in F. graminearum.9 The absence of
MDC positive staining in nitrogen-starved Foatg8D mutants
strongly suggests that FoAtg8 is essential for autophagy in F.
oxysporum. Endogenous recycling of the cytosol and organ-
elles by autophagy is suggested to be important for nutrient
trafficking along hyphal filaments as well as for the develop-
ment of aerial hyphae bearing conidiophores.29,37 In line
with this idea, Foatg8D mutants exhibited reduced aerial
hyphae and conidiation, as reported in other filamentous
fungi.5,910,14,28,29 In fungal pathogens, successful infection
might depend on the recycling of macromolecules to support
cellular activity under nutrient-limiting conditions in the
host. We found that virulence of Foatg8D mutants on both
tomato plants and G. melonella larvae was significantly atten-
uated. Among the three most important fungal pathogens of
humans, Cryptococcus neoformans requires autophagy for infec-
tion38 whereas this process is dispensable for virulence in
Figure 2 (See previous page). Hyphal growth and conidiation are reduced in Foatg8D mutants. (A) Freshly obtained microconidia (103) of the indicated
strains were spotted onto PDA plates and incubated at 28C. Colony diameter was measured daily during 10 d, starting on the second day to avoid the
lag time. Graph represents growth curves of the indicated strains. Bars indicate the standard error from 3 independent replicates. (B) Representative
images of the indicated strains 6 and 10 d after inoculation. (C) Total number of conidia recovered from PDA plates after 10 d growth at 28C. Bars indi-
cate the standard error from 3 independent replicates. Columns with the same letter are not signiﬁcantly different (Duncan, P < 0.05). (D) Total number
of conidia recovered from liquid cultures grown for 2 d with shaking at 28C. Bars indicate the standard error from 3 independent replicates. Columns
with the same letter are not signiﬁcantly different (Duncan, P < 0.05).
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Candida albicans6 and Aspergillus fumigatus.29 The differential
requirement of autophagy during infection of animal hosts is
striking and highlights the unique interaction of each fungal
pathogen with its host.
We noted that Foatg8D mutants undergo aberrant mitotic
events that cause a significant increase in the fraction of hyphal
compartments which contain more than one nucleus. In the mul-
tinucleated fungus A. oryzae autophagy mediates degradation of
Figure 3. Hyphae from Foatg8D mutants contain multinucleated compartments. (A) Percentage of hyphal compartments containing 2 or more nuclei (n
D 1000). Bars indicate the standard error from 3 independent replicates. Columns with the same letter are not signiﬁcantly different (Duncan, P < 0.05).
(B) Micrographs showing hyphae of the indicated strains subjected to nitrogen starvation and stained with calcoﬂuor white (CFW). Arrows point to
hyphal compartments containing more than one nucleus. Bars D 20 mm.
www.landesbioscience.com 137Autophagy
D
ow
nl
oa
de
d 
by
 [U
niv
ers
ida
d C
or
do
ba
] a
t 0
7:5
5 1
3 A
pr
il 2
01
5 
entire nuclei in aged basal hyphal compartments of the colony,
suggesting that filamentous fungi may use nuclei as nutrient
pools for supporting hyphal tip growth via autophagy.4 However,
while such a mechanism makes sense in organisms with
multinucleated hyphal
compartments, it would
result in rapid cell death
in fungi containing
mostly uninucleate hyphal
compartments such as F.
oxysporum. It cannot be
excluded that the
increased rate of multinu-
cleated hyphal compart-
ments in the Foatg8D
mutants is caused by
defects in septum forma-
tion after nuclear division.
The Foatg8D mutants
show a dramatically reduced rate of hyphal fusion, a pheno-
type that has not been described previously in a filamentous
ascomycete. Because hyphal fusion occurs preferentially under
nutrient-limited conditions,22,23 we speculate that autophagy-
Figure 4. Aberrant nuclear
divisions in the Foatg8D
mutants originate multinu-
cleated hyphal compart-
ments. (A) Series of images
of a developing hypha from
Movie S1 showing an exam-
ple of an aberrant nuclear
division. An apical nucleus
displaying increased ﬂuores-
cence (white arrow) divides
and originates 4 nuclei with
normal ﬂuorescence inten-
sity. After septum formation,
one daughter nucleus
remains in the new sub-api-
cal compartment, while the
other 3 are located within
the new apical compart-
ment (black arrow). Bars D
20 mm. (B) Series of images
of a developing hypha from
Movie S2, showing an exam-
ple of aberrant nuclear divi-
sion. An apical nucleus
displaying increased ﬂuores-
cence (white arrow) divides
and originates 2 nuclei. One
of the daughter nuclei
(green arrow) divides again
before a new septum is
formed (yellow arrow). After
the second mitotic event, 3
nuclei are located within the
same compartment (black
arrow). Completion of cyto-
kinesis then originates a
new sub-apical compart-
ment containing 2 nuclei
(asterisk). Bars D 20 mm.
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mediated recycling of nutrients might
be important during fusion events.
Alternatively, autophagy might be
required for hyphal recognition and
differentiation during fusion, which is
a highly regulated developmental pro-
cess.39 The developmental program
that triggers fusion-competent hyphae
is currently unknown. It has been
hypothesized that mutual hyphal
attraction during fusion is mediated
by diffusible chemoattractant mole-
cules that induce relocalization of the
Spitzenk€orper and reorientation of
hyphal tip growth.39 Importantly,
mitogen-activated protein kinase path-
ways that control different aspects of
fungal development are essential for
hyphal fusion in different fungal
species.22,40,41
Strikingly, the Foatg8D mutants
contained significantly more nuclei in
the rare hyphal compartments that
had undergone hyphal fusion. This is
the first reported evidence for a role
of autophagy in the regulation of
nuclear number in a mononucleated
filamentous organism. While degrada-
tion of nuclear components was pre-
viously shown to be an autophagy-
mediated process in budding yeast, it
remained restricted to preribosomes
and the nuclear envelope.42 In mam-
malian cells autophagy is used to
degrade damaged DNA and nuclear
proteins after translocation to the
cytoplasm.43 In addition to the above-mentioned case of A.
oryzae, there are a few more examples of degradation of
whole nuclei mediated by autophagy in multinucleated
organisms. The rice blast fungus M. oryzae requires autoph-
agy for nuclear degradation during appressorium forma-
tion.11 In the ciliated protozoan Tetrahymena thermophila,
ATG8 is required for programmed nuclear death during
sexual reproduction.44 The disparate effects of autophagy on
nuclear degradation might reflect divergences in adaptation
of the different organisms to cellular physiology and develop-
ment. Further studies are needed to understand the exact
role of autophagy during nuclear division and cytokinesis,
and its effects on hyphal growth, development, and pathoge-
nicity of F. oxysporum.
Figure 5. FoAtg8 is required for nuclear
degradation after vegetative hyphal
fusion. (A) Percentage of fusion events
observed among germlings from the indi-
cated strains (n D 900). Bars indicate the
standard error from 3 independent repli-
cates. Columns with the same letter are
not signiﬁcantly different (Duncan, P <
0.05). (B) Micrographs showing formation
of anastomosis tubes between hyphae
from the indicated strains. Arrows point to
fused hyphal compartments. Bars D
20 mm.
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Materials and Methods
Fungal isolates and culture conditions
F. oxysporum f.sp lycopersici strains utilized in this study are
listed in Table 2. Fungal strains were stored at ¡80C with glyc-
erol as a microconidial suspension. The pathotype of the isolates
was periodically confirmed by plant
infection assays. For extraction of
DNA and microconidia production,
cultures were grown in potato dextrose
broth (PDB; Scharlau, 02-483) at
28C as described previously.45
For phenotypic analysis of colony
growth and conidiation, water droplets
containing 103 freshly obtained micro-
conidia were spotted onto potato dex-
trose agar (PDA) plates and on plates
containing synthetic minimal medium
(SM45) [MgSO4
.7H2O (0.2 g/L);
KH2PO4 (0.2 g/L); KCl (0.2 g/L);
NH4NO2 (1 g/L); FeSO4 (0.01 g/L);
ZnSO4 (0.01 g/L); MnSO4 (0.01 g/
L); glucose (10 g/L)] or SM diluted
1000 fold and incubated at 28C for
several days, before being photo-
graphed. The area of colonies grown
on SM plates was calculated by image
processing using the software ImageJ
(U. S. National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, USA, http://
imagej.nih.gov/ij/). Conidia from col-
onies grown for 10-13 d were har-
vested and counted. For analysis of
conidiation in liquid cultures 1.25 £
108 microconidia were inoculated into
25 ml PDB, SM and SM diluted
1:1000 and incubated at 28C for 2 to
7 d with shaking at 170 rpm. Conidia
were then harvested and counted as
described previously.45 Data were ana-
lyzed with the software SPSS 15.0 for
Windows (LEAD Technologies,
Inc..). ANOVA was performed and
the Duncan post-hoc test was executed
to assess the differences among strains
at P  0.05.
For calcofluor white staining 5 £
107 freshly obtained microconidia
were grown at 28C for 14 h in 5 mL
PDB with shaking at 170 rpm and
incubated in the dark for 5 min with
10 mM CFW (Fluka, 18909). For
fusion assays 50 mL water droplets
containing 6.2 £ 105 freshly obtained
microconidia from the different strains
were transferred to 1% (w/v) agarose
plates containing fusion medium.23 After 12 h incubation at
28C agarose blocks were excised from the plates and samples
were observed and photographed by optical and epifluorescence
microscopy as described below. The rate of hyphal fusion was cal-
culated as the number of fused hyphal compartments among a
total of 1,000 hyphae observed in each strain combination.
Figure 6. FoAtg8 contributes to virulence on plant and animal hosts. (A) Groups of 10 plants (cultivar
Monika) were inoculated by immersing the roots into a suspension of 5£ 106 freshly obtained microco-
nidia ml¡1 of the wild-type strain (WT), the Foatg8D mutants #3, #9, and #10 or the cFoATG8 strain,
planted in minipots and incubated at 28C. Uninoculated plants were used as control. Percentage sur-
vival was recorded after different time points. All experiments were performed at least 3 times with sim-
ilar results. The data shown are from 1 representative experiment. (B) Mantel-Cox plots of Galleria
mellonella larvae survival after injection of 1.6 £ 105 microconidia of the indicated strains into the
hemocoel and incubation at 30C. Larvae inoculated with phosphate-buffered saline were used as con-
trol. Experiments were performed 3 times with similar results. Data shown are from one representative
experiment.
140 Volume 11 Issue 1Autophagy
D
ow
nl
oa
de
d 
by
 [U
niv
ers
ida
d C
or
do
ba
] a
t 0
7:5
5 1
3 A
pr
il 2
01
5 
Experiments were performed
3 times. Data were analyzed
with the software SPSS 15.0
for Windows (LEAD Tech-
nologies, Inc.). ANOVA was
performed and the Duncan
post hoc test was executed to
assess the differences among
strains at P  0.05.
Nucleic acid manipula-
tions and sequence analysis
Genomic DNA (gDNA)
was extracted from F. oxyspo-
rum mycelium according to
previously reported proto-
cols.46,47 Southern analyses
and probe labeling were car-
ried out as described previ-
ously45 using the nonisotopic
digoxigenin labeling kit
(Roche Applied Science,
11175033910). DNA and
protein sequence databases
were searched using the
BLASTP algorithm48 at the
National Center for Biotech-
nology Information (Bethesda,
MD, USA). Amino acid
sequences were aligned using
the CLUSTALW algorithm 49
with the Bioedit 7.0.0
program.50
Targeted deletion of
FoATG8 and complemen-
tation of the mutants
Targeted gene replacement
was performed using the split
marker technique.51 Two
overlapping gene deletion con-
structs were generated
(Fig. S2A). One contained the
promoter sequence of FoATG8
gene, obtained by amplifica-
tion with the specific primer
pair ATG8-5 and ATG8-2
(Table 3), fused to the 3´-end
(approx. 75%) of the HygR
cassette,52 amplified using
primer pair trpC-8B and hyg-G (Table 3). The second fragment
contained the terminator region of the target gene, obtained by
amplification with the specific primer pair ATG8-3 and ATG8-6
(Table 3), fused to the 5`-end (aprox. 75%) of the HygR cassette,
amplified using primer pair gpdA-15B and hyg-Y (Table 3). These
2 overlapping DNA fragments were used to transform protoplasts
of F. oxysporum strain harboring the H1-ChFP fusion protein23
(Table 2), as reported previously.45 The resultingHygR transform-
ants were initially identified by PCR (Fig. S2B), and the homolo-
gous recombination events were confirmed by Southern analysis
of selected transformants using a terminator gene fragment as
probe (Fig. S2C).
Figure 7. The GFP-FoAtg8 fusion protein disappears rapidly during autophagy-induced nuclear degradation.
Micrographs showing hyphae of the GFP-FoAtg8 strain harboring H1-ChFP protein subjected to nitrogen starva-
tion and stained with monodansylcadaverine (MDC). Note the absence of autophagosome-like structures (white
arrows) in MDC-stained compartments containing either nondegraded (A) or degrading (B) nuclei (red arrows).
Bars D 20 mm.
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For complementation of the Foatg8D mutant, a 4.2 kb DNA
fragment containing the complete FoATG8 gene was amplified
from genomic DNA using primers ATG8-1 and ATG8-4
(Table 3) and Pfu DNA polymerase (Promega, M774B). A
1.24 kb fragment containing the nourseothricin resistance
(NatR) cassette was amplified from plasmid pDNat153 using pri-
mers M13for and M13rev (Table 3). Both fragments were used
in the proportion 1:1 to cotransform protoplast of strain Foatg8D
#10. The resulting NatR transformants were analyzed by PCR
amplification of an internal fragment of the FoATG8 coding
region, using primers ATG8-9 and ATG8-10 (Table 3, Fig.
S2D). Nourseothricin (Werner BioAgents, CAS#96736-11-7)
was used at a final concentration of 50 mg/mL on solid medium
or 2.5 mg/mL in liquid cultures.
GFP-tagging of FoAtg8 protein
F. oxysporum cDNA encompassing the complete FoATG8
ORF was amplified from total RNA using primers ATG8-11N
corresponding to the 7 initial codons of the ORF plus the NsiI
restriction site and an additional cytosine, and ATG8-12X
corresponding to the reverse complement of the last 7 codons of
the ORF plus the XmaI restriction site and an additional cytosine
(Table 3). The resulting amplified band was cloned into pGEMT
vector (Promega, A3600) and then subcloned in frame into the
appropriate sites of the Aspergillus nidulans vector p1902 (kindly
provided by Dr. M.A. Pe~nalva, CIB-CSIC, Spain),32 resulting in
a GFP-FoAtg8 fusion protein under the transcriptional control
of the gpdA promoter and terminator (Fig. S5). This plasmid was
used as template for PCR amplification, using primers gfp-atg8-
5E corresponding to the first 8 codons of the gfp ORF plus an
EcoRI restriction site, and tgpda-1 corresponding to the reverse
complement of the 5’ end of the of gpdA terminator (Table 3).
The amplified DNA fragment was cloned into the pGEMT vec-
tor, resulting in plasmid gfp-FoATG8/pGEMT. On the other
hand, a 1,879 bp fragment corresponding to the FoATG8 native
promoter region was amplified from F. oxysporum gDNA using
primer pairs ATG8-17E and ATG8-18E, both containing an
EcoRI restriction site, cloned into pGEMT and then subcloned
in frame into the appropriate EcoRI restriction site of the vector
gfp- FoATG8/pGEMT. A 3.4 kb fragment containing the GFP-
Table 2. Fungal strains used in this study.
Strain Genotype Reference
FoH1-GFP H1-GFP; hygR 23
FoH1-ChFP H1-ChFP; phleR 23
Foatg8D (H1-ChFP) #3 H1-ChFP; phleR; Foatg8D; hygR This study
Foatg8D (H1-ChFP) #9 H1-ChFP; phleR; Foatg8D; hygR This study
Foatg8D (H1-ChFP) #10 H1-ChFP; phleR; Foatg8D; hygR This study
cFoATG8 strain H1-ChFP; phleR; hygR, natR This study
GFP-FoAtg8 H1-ChFP; phleR; GFP-FoAtg8; hygR, natR This study
Table 3. Oligonucleotides used in this study.
Name Sequence (5´! 3´) Position Experimental use
ATG8-1 AGATAGAAAGGATACGACGATCA ¡1922 (s) Analysis of transformants/ complementation
ATG8-2 gaatgcacaggtacacttgtttAAGTTGTAGAGGCGGTAAGAGT ¡41 (as) Deletion construct
ATG8-3 aggggctgtattaggtctcgAGAATGATGAAGGCGTTACGGT C596 (s) Deletion construct
ATG8-4 CGGCCTCGCTCACTCAACTA3 C2279 (as) Analysis of transformants/ complementation
ATG8-5 TTGCGAGTGCCAGGATGCGA3 ¡1879 (s) Deletion/ fusion construct
ATG8-6 AGGAAGCTCAAGCCAATCTCAT C2069 (as) Deletion/ fusion construct
ATG8-7 GCTGGGTACAGAGGGGTGG C1484 (s) Probe for Southern analysis
AtTG8-8 GTTCTTGATGTTGGCTGTGGTA C2004 (as) Probe for Southern analysis
ATG8-9 AGCAAGTTCAAGGACGAGCAT C7 (s) Analysis of transformants
ATG8-10 CGCCGGAGTAGGTAATGTATA C534 (as) Analysis of transformants
ATG8-11N catgcatATGCGCAGCAAGTTCAAGGAC C1 (s) Fusion construct
ATG8-12X ccccgggTTACTCCCAAGCATCACCGAAG C563 (as) Fusion construct
ATG8-17E ggaattcTTGCGAGTGCCAGGATGCGA ¡1879 (s) Fusion construct
ATG8-18E ggaattcGTTGACAGTGGTGGTTGATAAG ¡1 (as) Fusion construct
gfp-ATG8-5E ggaattcATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC C1 (s) Fusion construct
tgpda-1 AATAGTGGTGAAATTGATCG C (as) Fusion construct
trpC-8B GGATCCAAACAAGTGTACCTGTGCATTC (as) Deletion construct
gpdA-15B GGATCCCGAGACCTAATACAGCCCCT (s) Deletion construct
hyg-Y GGATGCCTCCGCTCGAAGTA (as) Deletion construct
hyg-G CGTTGCAAGACCTGCCTGAA (s) Deletion construct
M13for CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC (s) Complementation/ fusion construct
M13rev AGCGGATAACAATTTCACACAGGA (as) Complementation/ fusion construct
Italics and lower case indicate nucleotide sequences added for split marker fusion PCR or translational fusion purposes. Positions refer to the start codon, (C)
downstream or (-) upstream of ATG. Orientation is indicated, (s) sense, (as) antisense.
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FoAtg8 fusion under the control of the FoATG8 native promoter
and the gpdA terminator was obtained by PCR amplification
using primer pair M13for and M13rev (Table 3) and used for
protoplast transformation. Sequencing of both DNA strands of
all the obtained clones was performed at the STAB VIDA (Portu-
gal) using the Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City-CA, USA) on an ABI Prism
377 Genetic Analyzer apparatus (Applied Biosystems, Foster
City, CA USA).
Analysis of autophagy
In order to visualize autophagy in F. oxysporum strains, 2.5 £
108 microconidia from the different strains were grown on PDB
for 15 h at 28C, washed with sterile water and transferred into
SM lacking a nitrogen source in the presence or absence of
4 mM PMSF (Sigma, P7626). After 1 h of starvation, mycelium
was stained with the fluorescent dye MDC (Sigma, D4008) at a
final concentration of 50 mM for 30 min in the dark, washed
with water and observed under differential interference contrast
(DIC) and epifluorescence microscopy.
Optical and epifluorescence microscopy
For optical and epifluorescence microscopy analyses cell ali-
quots were embedded in 1% agarose blocks, and observed using
the Nomarsky technique or the appropriate filter set, respectively,
in a Zeiss Axio Imager M2 Dual Cam microscope (Carl Zeiss
MicroImaging GmbH, G€ottingen, Germany). Examination
using epifluorescence was performed with UV-light 340 to
380 nm and the following filter blocks: MDC and CFW staining
(G 365, FT 395, LP 420), GFP (BP 450-490, FT 510, LP 515),
ChFP (BP 560/40, FT 585, BP 630/75). Images were captured
with an Evolve Photometrics EM512 digital camera (Photomet-
rics Technology, Tucson, AZ, USA) using the Axiovision 4.8
software. Images were processed using Adobe Photoshop CS3
(Adobe Systems, Mountain View, CA USA).
For fluorescence video microscopy analysis, 20-ml droplets
containing a mixture of 2.5 £ 106 spores/mL were inoculated on
glass slides provided with a cavity of 15 to 18 mm diameter
(depth 0.6 to 0.8 mm) (Marienfeld, 13 200 00) filled with
150 mL fusion medium containing 1% agarose, covered with a
coverslip, and incubated at 28C for up to 10 h. Images were
taken every 5 min using the microscope mentioned above and
time-lapse picture series were converted to QuickTime movies.
Plant and animal infection assays
Tomato root inoculation assays were performed as
described,45 using 2-wk-old tomato seedlings (cultivar Monika)
(Syngenta, 10946359) and F. oxysporum strains, by immersing
the roots in a suspension of 5 £ 106 spores/mL for 30 min,
planted in vermiculite and maintained in a growth chamber. Ten
plants were used for each treatment. Severity of disease symptoms
and plant survival was recorded daily for 30 d as previously
described.54 Virulence experiments were performed 3 times with
similar results.
Galleria mellonella larvae in the final larval stage (Animal Cen-
ter S.C.P., Valencia, Spain), were inoculated using a Burkard
Auto Microapplicator (0.1–10 mL) (Burkard Manufacturing Co.
Limited, Hertfordshire, UK) as previously described.31 Fifteen
larvae per treatment between 0.2 to 0.3 g in weight were inocu-
lated, with a 1 mL syringe to inject 8 mL of a microconidial sus-
pension containing 1.5 £ 105 spores. Larvae injected with
phosphate-buffered saline (137 mM NaCl; 2.7 mM KCl;
10 mM Na2HPO4; 1.8 mM KH2PO4) served as controls. Larvae
were incubated in glass containers at 30C, and the number of
dead larvae was scored daily. Larvae were considered dead when
they displayed no movement in response to touch. The Mantel-
Cox method was used to assess statistical significance of differen-
ces in survival among groups. Data was plotted using Graph Pad
Prism software version 4 for Windows. Differences showing a P
value < 0.05 were considered significant. Experiments were per-
formed 3 times with similar results. Data presented are from one
representative experiment.
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Glycogen catabolism, but not its biosynthesis, affects virulence
of Fusarium oxysporum on the plant host
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The role of glycogen metabolism was investigated in the fungal pathogen Fusarium oxysporum. Targeted
inactivation was performed of genes responsible for glycogen biosynthesis: gnn1 encoding glycogenin,
gls1 encoding glycogen synthase, and gbe1 encoding glycogen branching enzyme. Moreover genes
involved in glycogen catabolism were deleted: gph1 encoding glycogen phosphorylase and gdb1 encoding
glycogen de-branching enzyme. Glycogen reserves increased steadily during growth of the wild type
strain in axenic cultures, to reach up to 1500 lg glucose equivalents mg1 protein after 14 days.
Glycogen accumulation was abolished in mutants lacking biosynthesis genes, whereas it increased by
20–40% or 80%, respectively, in the single and double mutants affected in catabolic genes. Transcript
levels of glycogen metabolism genes during tomato plant infection peaked at four days post inoculation,
similar to the results observed during axenic culture. Signiﬁcant differences were observed between gdb
mutants and the wild type strain for vegetative hyphal fusion ability. The single mutants defective in
glycogen metabolism showed similar levels of virulence in the invertebrate animal model Galleria
mellonella. Interestingly, the deletion of gdb1 reduced virulence on the plant host up to 40% compared
to the wild type in single and in double mutant backgrounds, whereas the other mutants showed the
virulence at the wild-type level.
 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
The most common storage carbohydrates in fungi are glycogen,
glycerol, mannitol, erythritol, arabitol and trehalose (Blumenthal,
1976). In yeasts and fungi, glycogen, a polymer of glucose linked
by a, 1–4 bonds with a, 1–6 branches, may serve a dual purpose:
ﬁrst, as a reserve polymer for carbon and a source of energy during
starvation conditions (von Meyenburg, 1969), and second as reg-
ulator of metabolic processes through its biosynthesis and degra-
dation (Cameron et al., 1988). In eukaryotic cells, biosynthesis of
glycogen is initiated by glycogenin (Gnn), a self-glycosylating pro-
tein that converts UDP-glucose into a short oligosaccharide cova-
lently linked to a tyrosine residue of this initiator protein. Once
the chains have been extended to 6–10 glucose residues, they act
as a primer required by glycogen synthase (Gls) to attach addi-
tional glucose molecules to elongate them. This enzyme elongates
existing glucose chains by transferring a new glucose residue onto
the free reducing end of the chain, being Gls the rate-limiting
enzyme (Roach and Skurat, 1997). The enzyme is down-regulated
by phosphorylation, by which the phosphorylated form is activated
through the allosteric effector glucose-6-P (Noventa-Jordao et al.,
1996). The elongated chains of glycogen can have branches favour-
ing the solubility of this polymer. The branching also creates the
ends for enzyme attack and provides for rapid release of glucose
when needed, and for rapid re-synthesis of glycogen, for storage
of available glucose. Branching enzyme (Gbe) forms branched glu-
cose chains by transferring oligomers of around seven glucose resi-
dues from one chain onto another glucose residue on a different
chain. The attachment of the oligomer is onto position 6 of the
receiving glucose, thus forming a-1,6-linkage. The glycogen level
under a given condition is the result of the balance between glyco-
gen synthase and glycogen phosphorylase, resulting in either
biosynthesis or catabolism, respectively, of this reserve carbohy-
drate, with both enzymes being regulated by phosphorylation.
Besides the reversible changes in enzyme activity, glycogen
storage is regulated by physiological conditions through different
http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2015.03.014
1087-1845/ 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.
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signalling pathways (Freitas et al., 2010; Cupertino et al., 2012).
Saccharomyces cerevisiae cells survive heat shock, by accumulation
of different storage carbohydrates (Cameron et al., 1988) and
Neurospora crassa germlings degrade glycogen to accumulate tre-
halose (Neves et al., 1991).
In S. cerevisiae, a study involving the isolation of 43 mutants
affected in glycogen metabolism deﬁned 8 speciﬁc functional
glycogen metabolic genes in S. cerevisiae (Cannon et al., 1994).
GLG1 and GLG2 encode glycogenin-like proteins with 55% identity
to each other. While disruption of either gene has no effect on
glycogen accumulation simultaneous deletion abolished glycogen
biosynthesis (Cheng et al., 1995). Similar results were obtained
upon deletion of N. crassa gnn (De Paula et al., 2005). Glycogen syn-
thase in S. cerevisiae is also encoded by two redundant genes, GSY1
and GSY2, which are differentially regulated (Farkas et al., 1991).
The major isoform Gsy2 accounts for 90% of total glycogen syn-
thase activity in stationary phase, and is regulated by covalent
phosphorylation.
Breakdown of glycogen requires the concerted action of glyco-
gen de-branching enzyme (Gdb) and glycogen phosphorylase
(Gph). The latter enzyme attacks the exoglycosidic a-1,4-glycogen
bonds of glycogen, cleaving and phosphorylating sequentially from
non-reducing ends of the polymer, and complements the a1,6-gly-
cosidic activity of amyloglucosidase/glycogen de-branching
enzyme. Phosphorylase cannot cleave past a branch in glycogen.
It stops four residues away from the branch, leaving a short ‘‘stub’’.
To resolve the branch into a linear chain, a transferase enzyme ﬁrst
moves the outer three residues of the stub onto an adjacent branch,
leaving one residue (with the a1,6 linkage) at the branch-point. A
second enzyme, a-1,6-glucosidase, cleaves the a-1,6 bond, releas-
ing the last residue of the stub and converting the chain into a lin-
ear polymer on which the phosphorylase can continue to act.
In the rice pathogen Magnaporthe oryzae, mutants lacking the
genes involved in glycogen catabolism, glycogen phosphorylase
and amyloglucosidase, are impaired in mobilisation of glycogen
stores during appressorium development, leading to signiﬁcant
reduced ability to cause rice blast disease (Badaruddin et al.,
2013). By contrast, glycogen biosynthesis, catalysed by glycogen
synthase, is dispensable for virulence/pathogenicity sinceM. oryzae
mutants depleted for glycogen still cause disease. This apparent
paradox can be explained by the ﬁnding that loss of amyloglucosi-
dase or glycogen phosphorylase activity in M. oryzae leads to
altered threhalose synthesis by reducing expression of TPS1 and
several fold during infection (Badaruddin et al., 2013). Glycogen
and trehalose accumulation are interconnected and respond to
stimuli that are at least partially overlapping among different spe-
cies. Elevated levels of both carbohydrates are observed during
nutrient starvation (Lillie and Pringue, 1980), while increased
cAMP-dependent protein kinase activity reduces the levels of both
(Matsumoto et al., 1985).
The non-reducing disaccharide trehalose [a-D-glucopyranosyl
(1–1) a-D-glucopyranoside] is another storage carbohydrate in
yeast, mycorrhiza, ﬁlamentous fungi, plants and insects (Elbein,
1974). Trehalose is synthesized from UDP-glucose and glucose-
6-phosphate by the enzymes trehalose-6-phosphate synthase
and trehalose 6-phosphate phosphohydrolase (Cabib and Leloir,
1958). Trehalose plays multiple roles in different biological sys-
tems, including energy reserve, carbon storage and protective
agent to maintain cytoplasmic integrity under stress conditions
(Wiemken, 1990).
Our group uses the vascular wilt pathogen Fusarium oxysporum
as a model to understand how environmental signals regulate gene
expression and how these regulatory mechanisms impinge on fun-
gal virulence. A key factor in fungal growth and development is the
availability of carbon sources, their metabolisms and storage in
form of glycogen, trehalose and other reserve molecules. The aim
of our study was to obtain a detailed understanding on glycogen
metabolism in F. oxysporum and its role in plant and animal infec-
tion. To this aim, we performed phenotypic characterization of sin-
gle and double mutants affected in biosynthesis and/or catabolism
of this storage carbohydrate.
2. Research materials and methods
2.1. Fungal isolates and culture conditions
F. oxysporum f.sp. lycopersici strain 4287 (race 2) was obtained
from J. Tello, Universidad de Almeria, Spain, and stored at 80 C
with glycerol as a microconidial suspension. The pathotype of the
isolate was periodically conﬁrmed by plant infection assays. For
extraction of DNA and microconidia production, cultures were
grown as described (Di Pietro and Roncero, 1998), with the
appropriated antibiotics. For phenotypic assays freshly obtained
microconidia were transferred to synthetic medium (SM) (Di
Pietro and Roncero, 1998) with the indicated carbon sources and
appropriate antibiotics.
2.2. Nucleic acid manipulations
Genomic DNA and total RNA were extracted from mycelium as
reported (Raeder and Broda, 1985; Chomzcynski and Sacchi, 1987).
Southern analysis and probe labelling were carried out as
described (Di Pietro and Roncero, 1998) using the non-isotopic
digoxigenin labelling kit (Roche). Sequencing of DNA clones was
performed at the Servicio de Secuenciación Automatica del DNA
(University of Cordoba, Spain), or at STABVIDA (Portugal) using
the Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) on an ABI Prism 377 Genetic Analyser apparatus
(Applied Biosystems). DNA and protein sequence databases were
searched using the BLAST algorithm (Altschul et al., 1990).
2.3. Targeted disruption of glycogen metabolic genes
To examine the role of predicted glycogen metabolic genes, we
performed targeted replacement of genes FOXG_04251 (gnn1);
FOXG_02003 (gls1); FOXG_13927 (gbe1); FOXG_08364 (gdb1) and
FOXG_19222 (gph1), using the split marker technique (Catlett
et al., 2003). For each transformation, two overlapping gene dele-
tion constructs were used. One containing the promoter sequence
of each target gene, obtained by ampliﬁcation with speciﬁc primer
pair 1/2 (Suppl. Table 1), fused to the 5´-end (approx. 75%) of the
hygromycin resistance cassette (Carroll et al., 1994), and the other
fragment containing the terminator region of the target gene,
obtained by ampliﬁcation with speciﬁc primer pair 3/4 (Suppl.
Table 1), fused to the 3-end (approx. 75%) of the HygR cassette
(Figs. S2–S7). For construction of the disruption mutants, the two
overlapping DNA fragments were introduced into protoplasts of
wild-type strain 4287, as reported previously (Di Pietro and
Roncero, 1998). The resulting HygR transformants were initially
identiﬁed by PCR, and homologous recombination events were
conﬁrmed by Southern analysis (Figs. S2–S6). The double mutants
Dgph1Dgdb1 were obtained by replacing the gdb1 gene in a Dgph1
background using phleomycin resistance as selective marker (Punt
and van den Hondel, 1992) (Fig. S7).
2.4. Quantitative real-time RT-PCR analysis
To determine the in planta expression proﬁle of glycogen meta-
bolic genes, quantitative RT-PCR with gene-speciﬁc primers (Suppl.
Table 1) was performed. Fifteen tomato plants were inoculated
with the wild type strain and removed at different time periods
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(1–6 dpi). Total RNA was isolated from roots and stems using the
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) and subjected to qRT-PCR. To deter-
mine gene expression under axenic conditions, mycelia grown 16 h
on PDB was transferred to SM supplemented with 1% glycogen (w/
v) (for glycogen metabolism genes), or 1% glucose (w/v) (for tre-
halose synthesis genes), and subjected to RNA extraction. The iso-
lated RNA was treated with Deoxyribonuclease I (Fermentas) and
then used to synthesize cDNA using ribonuclease inhibitor
RNasin Plus RNase Inhibitor (Promega) and M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen), according to the manufacturer instruc-
tions. Three simultaneous technical replicate ampliﬁcations were
performed for each cDNA sample. qRT-PCR analyses were per-
formed using gene-speciﬁc primer pairs for genes encoding pre-
dicted alpha-amylase FOXG_16920 (amy1); two predicted
glucoamylases FOXG_08027 (gmy1) and FOXG_13566 (gmy2); pre-
dicted alpha-glucosidase FOXG_15829 (agl1); predicted alpha-
trehalose-phosphate synthase (FOXG_07756, ortholog of M. oryzae
TPS1) and two trehalose phosphatases (FOXG_03746, and
FOXG_08700, orthologs of M. oryzae TPS2 and TPS3, respectively)
(Suppl. Table 1). Controls included the actin gene (primers act-q7
and act-q8) for normalization of PCR conditions. Quality of nucleic
acids was veriﬁed by running aliquots in ethidium bromide stained
agarose gels (0.7% w/v in TAE buffer) and visualization under UV
light. Quantiﬁcation was done in a NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Ampliﬁcation reac-
tions were carried out in 96-well microtiter plates (BioRad) using
aliquots from the same master-mix. PCR reactions were performed
in an iCycler apparatus (BioRad) using the following protocol: an
initial denaturation step (5 min, 94 C) followed by 40 cycles of
30 s at 94 C, 30 s at 62 C for wild-type strain detection, 45 s at
72 C, and 20 s at 80 C for measurement of ﬂuorescence emission.
A melting curve program was run for which measurements were
made at 0.5 C temperature increases every 5 s within a range of
55–95 C. Relative levels of the RT-PCR products were determined
using the cycle thresh-hold method (DDCt) (Livak and Schmittgen,
2001). Ct values were normalized to the Ct value of the actin gene.
Samples from non-inoculated plants were used as negative control
reactions. The assay was performed three times with independent
biological samples.
2.5. Sequence alignments, phylogenetic analysis, and accession
numbers
Glycogen metabolism, glucoamylase and amylase, and
trehalose biosynthesis genes were identiﬁed by BLASTP searches
in the Fusarium Comparative Genome database of the Broad
Institute (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
fusarium_graminearum/Multi-Home.html) or the National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast/Blast.cgi) websites, using the M. oryzae ortholog
proteins protein as baits. Full-length sequences were aligned
with ClustalW (Thompson et al., 1994) and manually inspected.
2.6. Enzymatic activity assays
For determination of enzyme activities, 16 h old germlings were
grown for 4 h in SM containing 1% glycogen (w/v). The mycelium
was ground in liquid nitrogen, resuspended in 1 ml of H2O and cen-
trifuged 3 min. Samples were maintained on ice. Enzymatic assays
were performed at 22 C or 30 C, as indicated (see below). Enzyme
activities were determined spectrophotometric in triplicate and
are given as amount of product formed per min and mg of intra-
cellular protein. Glycogen phosphorylase activity was measured
as described (Arrizabalaga et al., 2012) with minor modiﬁcations.
Aliquots of proteins (2 lg) were resuspended in 200 ll assay buffer
containing 55 mM Tris–HCl pH 7.8, 3.3 mM MgCl2, 0.5 mM NADP,
1.5 U ml1 glucose-6-phosphate dehydrogenase, 1 unit ml1 phos-
phoglucomutase and 3 mg ml1 glycogen. Before initiating the
enzymatic reactions, samples were pre-incubated with glycogen
for 1 h at 22 C, and the assay mixtures were further incubated
for 10 min. The activity was determined by measuring NADPH pro-
duction at A340, at two time points and quantiﬁed in nM using
standard curves.
Glycogen de-branching activity was measured as described
(Walkey et al., 2011) with modiﬁcations. Reactions were carried
out in 40 ll citrate buffer, pH 6.5. The substrate used was limit
dextrin (phosphorylase-digested glycogen), obtained from 0.3 g
oyster glycogen after digestion during 48 h with glycogen phos-
phorylase b, followed by dialysis against 10 mM phosphate buffer,
pH 6.8 (Chen et al., 1987). Samples containing 60 lg limit dextrin
and 2 lg protein were incubated 2 h at 30 C, and glucose forma-
tion was determined at A544 using a glucose oxidase assay kit
(Sigma). For controls protein extracts were replaced by sterile
deionised water.
2.7. Quantitative determination of intracellular glycogen and trehalose
Glycogen accumulation in fungal colonies was visualized using
iodine staining with 20 mg ml1 I2 in 40 mg ml1 KI (Chester,
1968). For this, 5 ll aliquots containing 500 microconidia were
spotted on SM plates containing 1% glucose, and incubated 5 days
at 28 C, before ﬂooding with iodine solution. After 5 min the over-
lay was washed with water and colonies were photographed.
Quantitative determination of intracellular glycogen or tre-
halose was performed according to Parrou and François (1997)
with modiﬁcations. This method, based on alkaline digestion cells
at 95 C of fungal as described by Becker (1982), does not degrade
trehalose. Fusarium mycelium was freeze dried (8 mg dry weight),
disrupted using glass beads and the resulting powder resuspended
in 250 ll 0.25 M Na2CO3, then incubated 4 h at 95 C. The mixture
was brought to pH 5.2 by addition of 150 ll 1 M acetic acid and
600 ll of 0.2 M sodium acetate, pH 5.2. For glycogen determination
one half of the suspension was incubated at 57 C overnight with A.
niger amyloglucosidase preparation (1.2 U ml1), and for trehalose
determination. The other half was incubated with trehalase
(0.05 U ml1) at 37 C, under constant rotation. The resulting sus-
pensions were centrifuged for 3 min at 5000 g, and glucose concen-
tration in supernatants was quantiﬁed with the glucose oxidase
assay kit (Sigma). For controls, proteins were replaced by sterile
deionised water. Time course studies of glycogen and trehalose
accumulation were performed during growth periods of 0, 2, 4 or
6 days in liquid SM- containing 1% glucose.
2.8. Physiological and cellular phenotypes
Time course of glucose consumption was analysed by determin-
ing the amount of free glucose in culture along 14 days of incuba-
tion, with the glucose oxidase assay kit (Sigma). Mycelium dry
weight was measured after ﬁltration through nylon monodur and
freeze drying. Conidiation was determined in cultures along
14 days of growth in SM containing 1% glucose, at 28 C and
170 rpm by counting microconidia under an optical microscope.
2.9. Vegetative hyphal fusion and agglutination assays
Vegetative hyphal fusion was assessed as described (Prados
Rosales and Di Pietro, 2008), by plating 106 microconidia on solid
minimal medium supplemented with 25 mM NaNo3. For
agglutination assays, 5 ml of liquid agglutination medium (potato
dextrose broth diluted 1:50 with water and supplemented with
20 mM glutamic acid) (Prados Rosales and Di Pietro, 2008) was
inoculated with 107 microconidia and incubated at 28 C and
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80 rpm for 24 h, cultures were vortexed to dissociate weakly
adhered hyphae, observed in a Leica binocular microscope and
photographed with a Zeiss Lumar V12 stereomicroscope axio
cam lCc1 digital camera.
2.10. Plant and animal infection assays
Root inoculation assays were performed as described (Di Pietro
and Roncero, 1998) using tomato seedlings (cv. Monika, seeds
kindly provided by Syngenta, or cv. Moneymaker, seeds kindly pro-
vided by Dr. J. Cuartero, Spain). For virulence assays, the severity of
disease symptoms was recorded at different times after inoc-
ulation, using a scale ranging from 1 (healthy plant) to 5 (dead
plant) (Di Pietro and Roncero, 1998). Plant survival was recorded
daily for 30 days (Lopez-Berges et al., 2012). Groups of ten plants
were used for each treatment.
Galleria mellonella larvae in the ﬁnal larval stage were obtained
from the company Animal Center S.C.P. (Valencia, Spain), and
inoculated as described (Navarro-Velasco et al., 2011).
2.11. Statistical analyses
The results from glycogen quantiﬁcation, enzymatic activities,
quantitative real-time RT-PCR analysis and % of fusion hyphae
events were evaluated by ‘‘t’’ Student´s test for unpaired data using
SPSS Statistics 18.0 software. Virulence assays were evaluated by
analysis of variance using ANOVA and/or Duncan tests. The
Mantel-Cox method was used to assess statistical signiﬁcance of
differences in survival among groups. Data were analysed with
the software Graph Pad Prism version 4 for Windows. In all cases
differences showing a P value < 0.05 were considered signiﬁcant.
3. Results
3.1. Identiﬁcation and deletion of glycogen metabolic genes from F.
oxysporum
The Fusarium comparative genome database http://www.
broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/ was
searched using the amino acid sequences from glycogen metabolic
enzymes from S. cerevisiae (Giaever et al., 2002). This revealed that
F. oxysporum contains orthologs of all the genes without genomic
redundancy. The features of the genes and their deduced proteins
are summarized in Suppl. Table 2. Sequence alignment with the
respective orthologs from N. crassa and M. oryzae revealed signiﬁ-
cant identities (Suppl. Table 3). The putative glycogenin encoding
gene FOXG_04251 (gnn1) encodes a putative 789 aa protein
(Suppl. Table 2) with 61.6% identity to N. crassa and 51.2% to M.
oryzae glycogenin proteins (Suppl. Table 3, Fig. S1A). The predicted
glycogen synthase gene, gls1 (FOXG_02003) encodes a 705 amino
acid (aa) protein (Suppl. Table 2) with high identities with ortho-
logs from N. crassa (88.1%) (De Paula et al., 2002) and M. oryzae
(87.7%) (Badaruddin et al., 2013) (Suppl. Table 3; Fig. S1B). F. oxy-
sporum gbe1 (FOXG_13927) encoding predicted glycogen branch-
ing enzyme encodes a 707 aa protein (Suppl. Table 2) with 81.1%
identity to N. crassa hypothetical protein and 82% identity to a M.
oryzae putative glycogen branching enzyme (Suppl. Table 3;
Fig. S1C).
Catabolism of glycogen requires the action of a glycogen de-
branching enzyme (Gdb) and a phosphorylase (Gph). F. oxysporum
FOXG_08364 gdb1 encodes a 1556 aa protein (Suppl. Table 2) with
77.4% identity to a hypothetical protein in N. crassa and 75.1% iden-
tity to a putative glycogen de-branching enzyme from M. oryzae
(Suppl. Table 3; Fig. S1D). FOXG_19222 (gph1) encodes a deduced
854 aa protein (Suppl. Table 2) showing 81.1% identity to a
hypothetical protein in N. crassa and 79.4% identity to a putative
glycogen phosphorylase enzyme from M. oryzae (Suppl. Table 3;
Fig. S1E).
To determine the role of glycogen metabolic genes in F. oxy-
sporum, we generated deletion mutants in FOXG_04251 (gnn1),
FOXG_02003 (gls1); FOXG_13927 (gbe1); FOXG_08364 (gdb1) and
FOXG_19222 (gph1). Primers designed from the genomic
sequences, available at the web site http://www.broadinstitute.
org/annotation/genome/fusarium_group/, enabled direct PCR
ampliﬁcation of 1000 bp approx. from the -5’ and 3´ ﬂanking
sequences that were PCR fused to 75% overlapping fragments from
the HygR cassette. The resulting constructs were introduced into
wild type protoplasts and selected transformants analysed by
PCR and Southern blot with the indicated speciﬁc probes ‘‘a’’, ‘‘b’’
or ‘‘c’’ (Figs. S2–S6). For gnn1 a 1.3 kb BamH I band from the wild
type containing part of the ORF and promoter region was replaced
by a 5 kb fragment hybridizing with the HygR cassette in transfor-
mants #5 and #8 (Fig. S2). For gls1 the 3 kb Hind III band was
replaced by a 3.7 kb fragment in transformants #10 and #13
(Fig. S3). For gbe1 the 4.5 kb Pst I band was replaced by a 2.1 kb
fragment in transformants #17 and #34 (Fig. S4). For gdb1 the
4.3 kb BamH I band was replaced by 5.9 and 15.0 kb fragments,
hybridizing with the HygR cassette in transformants #2 and #1,
respectively (Fig. S5). For gph1 the 1.2 kb Hind III band was
replaced by a 12 kb fragment in transformants #5 and #8 (Fig. S6).
To generateDgph1Dgdb1 double mutants, gdb1was deleted in a
Dgph1 mutant using PhlR as selective marker. The resulting trans-
formants were analysed by Southern, revealing that the 4.3 kb
BamH I band was replaced by a 5.4 kb fragment hybridizing with
the PhlR cassette in transformants #2 and #5 (Fig. S7).
3.2. Phenotypic characterization of vegetative growth of the mutants
The wild type strain reached a maximum dry weight
(4 mg ml1) after two days and maintained this value along
14 days in SM with 1% of glucose as carbon source (Fig. 1A). The
amount of free glucose in culture supernatants decayed drastically
during initial growth indicating that carbon consumption was
directly transformed into fungal biomass (Fig. 1B). Growth and
mycelial production in the single and double mutants was very
similar to the wild type after 3 days growth on plates or liquid
SM containing glucose, starch, or glycogen (Fig. 1C and D). As
expected, glycogen storage was abolished in the three mutants
affected in glycogen biosynthesis (Dgnn, Dgls, Dgbe), as deter-
mined either by iodine staining (Fig. 2A) or by quantitative assay
(Fig. 2B). On the other hand, the mutants altered in glycogen cata-
bolism stored more glycogen than the wild type strain, >20–40%
more the single mutants (Dgdb or Dgph) and >80% in the double
mutant (DgdbDgph), likely due to reduced metabolic turnover
(Fig. 2B and C). Increased glycogen accumulation in the double
mutant (DgdbDgph) was speciﬁcally observed for this reserve
carbohydrate but not for trehalose (Fig. 2C and D). Production of
microconidia both in the wild type and the mutants was initiated
after 24 h once glucose was depleted from culture supernatants,
and increased constantly until 14 days (5  106 microconidia ml1)
indicating that carbon starvation may be inducing this
developmental stage (data not shown).
3.3. Biochemical characterization of mutants
Glycogen catabolic ability was compared between wild type
and mutant strains by measuring the speciﬁc de-branching and
phosphorylase activities from culture supernatants. The Dgph1,
Dgdb1 andDgph1Dgdb1 strains showed a 30% decrease in glycogen
de-branching activity, whereas the other mutants retained full
activity in relation to the wild type (Fig. 3A). On the other hand,
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glycogen phosphorylase single- or double-mutants showed a 20%
or 40% reduction, respectively, whereas in Dgdb1 the activity
increased more than 100% in comparison to wild type (Fig. 3B).
The ability for degradation of external glycogen or starch observed
in the mutants lacking glycogen phosphorylase or/and glycogen
de-branching enzyme may reﬂect the compensatory activity of
alpha-amylases and/or glucoamylases, encoded by FOXG_16920,
FOXG_08027 and FOXG_13566, respectively, or other existing par-
alogs in the F. oxysporum genome.
3.4. Gene expression analysis during plant infection
To investigate the role of glycogen metabolism during tomato
infection, quantitative RT-PCR was used to measure the abundance
of gene transcripts at different time points after inoculation with F.
oxysporum wild type. Glycogen metabolic genes FOXG_04251
(gnn1), FOXG_02003 (gls1), FOXG_13297 (gbe1), FOXG_08364
(gbd1) and FOXG_19222 (gph1) exhibited variations in expression
levels along a 100-fold range, with the highest peaks in roots at
four days post inoculation (dpi). The genes gls1 and gbe1 showed
maximal expression, whereas gnn1 and gph1 displayed lower
levels relative to actin gene, and no transcripts were detected for
gdb1 (Fig. 4).
Expression in SM with 1% glucose differed from that in planta,
with expression levels varying only 10-fold over time (1–6 days).
In particular, gdb1 expression was detected whereas gls1 transcript
was not observed in planta. However, gnn1 and gph1 displayed
similar patterns in both biological conditions studied (Fig. 5A).
On the other hand, the gene responsible for glycogen branching
enzyme (gbe1) showed a 2–3-fold increase compared to infection
conditions.
Analysis of the F. oxysporum genome revealed the existence
of additional genes encoding putative glycogen degradation
enzymes, including FOXG_16920 (a-amylase, designated amy1),
FOXG_08027 (gmy1) and FOXG_13566 (gmy2), two orthologs of S.
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cerevisiae glucoamylase Sga1, and FOXG_15829 (a-glucosidase,
agl1) described as responsible for vacuole glycogen degradation
(François and Parrou, 2001; Deng and Naqvi, 2010). Expression
levels of genes amy1, gmy1 and agl1 were low, with a slight
increase over time (Fig. 5B). Signiﬁcantly, gmy2 showed a 250-fold
increase in expression levels at early stages (1 dpi), decreased dras-
tically after 2 dpi (Fig. 5B), and then remained constant.
To investigate whether glycogen acts as an inducing carbon
source, the expression pattern of amy1, gmy1, gmy2 and agl1, as
well as other genes speciﬁcally-related with glycogen degradation,
gdb1 and gph1, was analysed (Fig. 6). Two genes displayed signiﬁ-
cant induction, amy1 (400-fold in wild-type, 800-fold in Dgph1),
and gmy1 (800-fold in wild-type, 1200-fold in Dgph1), whereas
two other genes, gdb1 and gph1, displayed a similar pattern to that
in glucose in all genetic backgrounds. Most intriguingly, expression
of gmy1 was drastically reduced in gph1, Dgph1 and Dgph1Dgdb1
mutants.
3.5. Virulence-related phenotypes
In F. oxysporum, hyphal fusion and aggregation ability have
been related with virulence behaviour, since mutants unable to
cause tomato wilt disease can display severe deﬁciencies in hyphal
agglutination during growth in liquid medium (Di Pietro et al.,
2001). Microscopic quantiﬁcation of fusion structure formation
showed differences in vegetative hyphal fusion abilities between
the different mutant strains (Fig. 7A). While the wild type and
Dgnn1, Dgls1, Dgbe1 and Dgph1 mutant strains formed 20–25%
of fusion events, whereas deletion of gdb1 decreased this ability
to 13%. Accordingly, less agglutination clumps were observed in
Dgdb1 and Dgph1Dgdb1 mutants (Fig. 7B).
Conidiation rate, tomato root adhesion and cellophane penetra-
tion did not show signiﬁcant differences between mutants and
wild type (data not shown).
3.6. Virulence of the glycogen metabolism mutants on plant and
animal infection
Models The role of glycogen metabolism on virulence of F. oxy-
sporum f.sp. lycopersici was determined by infection assays tests
performed by immersing the roots of 2-week-old tomato plants
in microconidial suspensions of the wild-type strain, the Dgnn1,
Dgls1, Dgbe1, Dgdb1, Dgph1 and Dgph1Dgdb1 double mutants,
and the corresponding ectopic transformants. Plant survival was
recorded daily for 30 days, as previously described (Fig. 8). Most
plants inoculated with the wild-type strain or the ectopic transfor-
mants (not shown) were dead 20 days after inoculation
(Fig. 8A, B, D and E). By contrast, mortality of plants inoculated
with the Dgdb1 and the Dgph1Dgdb1 mutants was signiﬁcantly
reduced (P < 0.05), with 25–40% of the plants still alive after
20 days (Fig. 8D and E). Moreover 18 days after infection the
Dgdb1 and Dgph1Dgdb mutants formed a group showing signiﬁ-
cantly lower disease index compared to the remaining mutants
and the wild type strain (Fig. 8E; Suppl. Table 4). The remaining
mutants did not show differences in virulence compared with wild
type (Fig. 8A, B, D and E).
Injection of wild type microconidia into the hemocoel of the
invertebrate host G. mellonella resulted in rapid killing of the larvae
(Fig. 8C and F), and the virulence of the different mutants was
unaffected.
4. Discussion
While the role of glycogen and starch as complex reserve
carbohydrates in animal tissues (reviewed by Roach et al., 2012)
and plant cells (reviewed by Keeling and Myers, 2010), has been
extensively studied, not many reports exist about their function,
biosynthesis and accumulation in lower eukaryotes, with a few
exceptions such as S. cerevisiae (reviewed by Wilson et al., 2010).
The large variations in the content of glycogen and trehalose, the
two glucose stores in yeast and ﬁlamentous fungi, in response to
different environmental changes indicate that their metabolism
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is controlled by complex regulatory systems. In yeast, glycogen
accumulates during the diauxic phase of growth, or in response
to limitation for carbon, nitrogen, sulphur or phosphorus, and is
hydrolysed under carbon starvation conditions (François and
Parrou, 2001). Its role in the control of glycolytic ﬂux, stress
response and energy storage for the budding process has been
demonstrated and their presence confers survival and reproductive
advantages to the cell. The gradual disappearance of glycogen dur-
ing maturation indicates that this carbon reservoir might be
involved in the biosynthesis of another energy reserve, trehalose,
or that it may serve as energy source to complete the sporulation
process, as proposed for sporulating micro-organisms (Kane and
Roth, 1974). On the other hand, in cyanobacteria, central cellular
metabolism involving carbon and nitrogen reserves appears
inter-related, since changes in nitrogen availability inﬂuence the
expression of a nitrogen response regulator NrrA affecting genes
involved in arginine synthesis, glycogen degradation and glycoly-
sis, thus coordinating synthesis and degradation of nitrogen and
carbon reserves (Liu and Yang, 2014). Glycogen content and the
two essential related enzyme activities glycogen synthase and
glycogen phosphorylase in the food industrial fungus Aspergillus
niger are broadly consistent with glycogen accumulated over time
periods (Mattei and Allan, 1990). We found that in F. oxysporum
glycogen and trehalose accumulated steadily over time (up to
9 days), although availability of free glucose disappeared com-
pletely from culture supernatants after 2 days, consistent with
maximum a peak in dry weight (Figs. 1 and 2), and when conidia-
tion rate seems to be entering into stationary phase (Ruiz-Roldán
et al., 2015). The absence of glycogen storage in the Fusarium
mutants affected in glycogenin, glycogen synthase and glycogen
branching enzyme activities (Fig. 2B) was consistent with the
results from in silico analyses showing the absence of glycogen
metabolic gene redundancy in this fungus.
On the other hand, glycogen catabolism appears to be per-
formed not only by glycogen de-branching enzyme and phos-
phorylase, since single deletion mutants displayed 40% in Dgdb1
or 50%, in Dgph1, respectively, for each enzyme activity in compar-
ison to the wild-type strain (Fig. 3). The glycogen accumulation
proﬁle displayed by single- or double-deletion mutants affected
in these activities might be explained by amylases (such as that
encoded by amy1) and glycoamylases (gmy1) contributing to
glycogen and/or starch hydrolysis (Fig. 6). The proﬁle displayed
by the phosphorylase or de-branching enzyme mutants, almost
doubling the amount of glycogen storage along time course in
the Dgph1Dgdb1 double mutant (Fig. 2B and C), was consistent
with the idea that levels of glycogen under particular conditions
result from balance between glycogen synthase and glycogen
phosphorylase activities, which affects the biosynthesis and cata-
bolism, respectively. On the other hand, storage of trehalose
seemed to be independent from glycogen, supported by the fact
that mutants Dgph1Dgdb1 and Dgnn1, accumulating twice as
much or no glycogen, displayed similar trehalose proﬁles to the
wild-type strain (Fig. 2D).
In yeast, the expression of genes encoding for glycogenin, glyco-
gen synthase, glycogen branching enzyme, glycogen de-branching
enzyme and glycogen phosphorylase is tightly regulated, being
induced as cells approach the stationary phase of growth in batch
culture (Wilson et al., 2010). Similarly, gene expression in F.
0
20
40
60
80
100
Su
rv
iv
al
 (%
)
Days after inoculation
10 20 30
0
1
2
3
4
5
D
is
ea
se
 in
de
x
Days after inoculation
10 20 30
0
20
40
60
80
100
Su
rv
iv
al
 (%
)
0 1 2 3 4 5
Days after inoculation
0
20
40
60
80
100
Su
rv
iv
al
 (%
)
Days after inoculation
0
1
2
3
4
5
D
is
ea
se
 in
de
x
Days after inoculation
0
20
40
60
80
100
Su
rv
iv
al
 (%
)
Days after inoculation
0 1 2 3 4 510 20 3010 20 30
(A)
(D)
)C()B(
)F()E(
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oxysporum showed maximal levels four days after tomato root
infection, with genes gls and gbe showing the strongest induction
proﬁles (Fig. 4). It may be concluded that the decreased mycelia
agglutination capacity observed in F. oxysporum Dgdb1 and
Dgph1Dgdb1 mutants is a consequence of the statistically signiﬁ-
cant reduced abilities of their hyphae to fuse/or anastomose
(Fig. 7A). Formation of an interconnected mycelial network by
hyphal fusion is an essential cell-to-cell process for communication
and translocation of vesicles, water and nutrients within the ﬁla-
mentous fungus’ colony (Glass et al., 2004). Loss or reduction in
vegetative hyphal fusion events cause decreased mycelial inter-
connections and concomitant reduced nutrient transport from
the colony periphery, where fresh medium is available, to the col-
ony centre, where nutrients are increasingly exploited (Glass et al.,
2004). Although a wide number of genes has been identiﬁed as
required for cell fusion between conidial anastomosis tubes
(CATs) (Fu et al., 2011; Fleissner et al., 2008), there are many
physiological and morphological alterations with pleiotropic
effects somehow implicated in cell fusion-defective phenotypes
as may be the case of glycogen catabolism mutant phenotypes
(Fig. 3). On the other hand, our results from the virulence assays
with the mutants affected in glycogen metabolism demonstrate
that only glycogen catabolism affects virulence of F. oxysporum
on the plant host. This is in agreement with results reported in
M. oryzae (Badaruddin et al., 2013). Interestingly, virulence was
reduced when glycogen catabolism was impaired, based on the
phenotypes of the Dgdb1, Dgph1 and Dgph1Dgdb1 mutants
(Fig. 8B–E). In the rice pathogen M. oryzae, impaired ability of
mutants in glycogen phosphorylase or glycogen de-branching
enzyme to cause blast disease was attributed to a pleiotropic effect,
because entire depletion of glycogen reserves did not affect viru-
lence. These mutants also showed growth defects on polysaccha-
ride as sole carbon source (Badaruddin et al., 2013). Loss of Gdb1
and Gph1 did not affect to expression of genes presumably encod-
ing for components of the trehalose-6-phosphate synthase
complex (Tps1, Tps2, Tps3) (Suppl. Fig. S8), in contrast toM. oryzae
where glycogen metabolism seems to be a key regulator for a
virulence-associated genetic switch being operated by trehalose-
6-phosphate synthase (Badaruddin et al., 2013).
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